TRAITE DE C 



ERATION EN MATIERE DE BFl 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BL0jp64441EX 


POUR SUITE voir ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande inter nationale n° 

PCT/FR 00/00613 


Date du depdt internationalfyour/mo/s/a///?^ 

14/03/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann$e) 

15/03/1999 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE-CNRS 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par radministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 4 feuilles. 

[X| II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 
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la recherche internationale a ete" effectue'e sur la base du listage des sequences : 
[X] contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 
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de recherche internationale. 
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GRB14 ET LE RECEPTEUR DE L'INSULINE AINSI QUE CRIBLAGE DE NOUVEAUX MEDICAMENTS 



5 La prdsente invention se rapporte a l'utilisation de la proteine Grbl4 et 

des proteines adaptatrices homologues (proteines de la famille Grb7), comme outil de 
criblage de molecules destinees au traitement des maladies impliquant 1'insuline. 

L'insuline, hormone principale de la regulation du metabolisme 
energetique est la seule hormone hypoglycemiante de l'organisme ; elle stimule le 

10 transport du glucose et son utilisation par les tissus peripheriques (muscles 
squeiettiques et tissu adipeux) et inhibe la production endogene de glucose par le foie. 

L'insuline agit par 1' intermediate d'un recepteur qui est exprime' a la 
membrane plasmique des cellules. Ce recepteur fait partie de la famille des r£cepteurs 
a activity tyrosine kinase, qui sont caracterisSs par la presence d'un domaine 

15 intracellulaire portant I'activite catalytique. La liaison du ligand induit la dimerisation 
des r£cepteurs, 1' activation du domaine tyrosine kinase, et la phosphorylation 
(autophosphorylation et transphosphorylation) de residus tyrosines specif iques 
presents dans la partie cytosolique des rficeptcurs (Ullrich, A. et al. (1990) Cell, 61, 
203-212). 

20 Le recepteur de Pinsuline possede la particularite d'etre present sous 

une forme natureilement dim6ris6e. La liaison de l'insuline a la sous-unite a 
extracellulaire induit des modifications conformationnelles qui aboutissent a 
T activation du domaine kinase porte* par la sous-unite B du recepteur, et a son 
autophosphorylation, necessaire a r activation complete du recepteur. Le recepteur de 

25 l'insuline ainsi active phosphoryle des proteines intracellulaires qui servent 
d'effecteurs du signal de l'insuline. 

En effet, la transduction d'un signal a l'intlrieur de la cellule apr£s la 
stimulation d'un recepteur a activite tyrosine kinase, fait appel a des cascades 
d' interactions protein e-proteine, qui aboutissent a un effet m&abohque ou 

30 mitogSnique, et dans lesquelles les adaptateurs moleculaires ont un role privilege. Par 
1' intermediate de leurs domaines d'interactions prote'iques, les adaptateurs permettent 
le recrutement des effecteurs successifs, constituant les voies de signalisation. 

Parmi les differents relais entre le recepteur de Tinsuline et ses 



10 



15 



10 

20 



WO 00/55634 PCT/FR00/00613 



2 

effecteurs intracellulaires, les proteines adaplatrices les mieux caractirisSes sont IRS- 
1, IRS-2 (Insulin Receptor substrate-2 and 2) et She (Src and collagen homologous 
protein) (White MR et al. (1994)7. Biol. Chem., 269, 1-4 ; Waters S.B. et al. (1996) 
Trends Cell Biol, 6, 1-4). Elles ne sont pas specifiques des tissus sensibles a 1'insuline 
et sont egalement phosphorylees aussi bien apres 1'activation d'autres recepteurs a 
tyrosine kinase qu'apres celle de recepteurs de cytokines ou de recepteurs couples a la 
proteine G (Bonfini L. et al. (1996) Trends Biochem. Set, 21, 257-261 ; Souza S.C et 
al. (1994) 7. Biol. Chem., 269, 30085-30088 ; Argetsinger L.S.et al. (1995) 7. Biol 
Chem., 270, 14685-14692 ; Platanias L.C. et al. (1996)/. Biol. Chem., 271, 278-282 ; 
Velloso L.A. et al. (1996) Proc. Natl. Acad, ScL USA, 93, 12490-12495 ; Kowalski- 
Chauvel A. et al. (1996) 7. Biol. Chem., 271, 26536-26361). 

Ainsi par exemple, la proline She se lie au recepteur de Vinsuline 
active, puis est phosphorylee, et recrute l'adaptateur Grb2 qui se lie au niveau de 
Tesidus phosphotyrosine de She, par l'interm^diaire de son domaine SH2 et se lie par 
25 15 un domaine SH3 sur l'echangeur nucleotidique Sos, qui lui-meme va permettre 

1'activation de Ras (Schlessinger, J. (1993), Trends Bioch. Set, 18, 273-275). 

Recemment de nouvelles proteines adaptatrices susceptibles d'etre 
impliquees specifiquement dans la transduction du signal de 1'insuline ont ete donees 
30 par interaction avec le recepteur de 1'insuline en utilisant le systeme double-hybride, 

20 notamment differentes isoformes de la proteine GrblO de l'homme et de la souris (Liu 
F. et al. (1995) Proc. Natl. Acad. ScL USA, 92, 10287-10291 ; O'Neill T. J. et al. 
(1996) 7. Biol. Chem., 271, 22506-22513 ; Frantz J.D. et al. (1997) 7. Biol Chem., 
35 272, 2659-2667) 

Plus recemment encore les Inventeurs ont clon6 les proteuies rGrbl4 et 
25 rGrb7 chez le rat, par interaction avec le recepteur de 1'insuline en utilisant le systeme 
double-hybride (Kasus-jacobi et al. (1998)7. Biol Chem., 273, 26026-26035). 
40 Les proteines mGrblO, hGrblO, hGrbl4 et rGrbl4 appartiennent a ia 

meme famille de prolines adaptatrices dont le premier membre connu est la proteine 
Grb7 qui se He au recepteur de lEGF, du Ret et du PDGF (Margolis B. (1992) Proc. 
30 Natl Acad. Set USA, 89, 8894-8898). Ci-apres les proteines de cette famille sont 
45 denommees proteines de la famille Grb7. 

Ces proteines qui ont ete donees par interaction avec des recepteurs 
actives de Vinsuline, semblent jouer un r61e important dans la transduction du signal 
de 1'insuline. 

50 35 Ainsi les Inventeurs ont montre que l'expression de la proteine rGrb!4 
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est tres bien correlee avec la sensibilite des tissus a l'insuline et que sa surexpression 
dans des cellules CHO-IR (Chinese Hamster Ovary exprimant des taux eleves de 
r^cepteurs de l'insuline d'origine humaine) inhibe les effets de l'insuline en diminuant 
l'activation de IRS-1 sans modifier l'autophosphorylatioii du r£cepteur de l'insuline. 
5 (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite). 

Les proteines adaptatrices de la famille de Grb7 sont caractdrisees par 
la succession de trois domaines : 

- une sequence riche en proline appelee PP, pres de l'extremite amino- 
tenninale, 

10 - un domaine central appele PH (Pleckstrin homology) et 

- un domaine appele SH2 (Src homology 2) a rextr£mit6 carboxy-terminale, 
connu pour interagir avec les sequences contenant des phosphotyrosines (Ooi- J. et al. 
(1995) Oncogene, 10, 1621-1630 ; Margolis B. (1992) deja citi ; Daly RJ. (1996) 
deja cite). 

15 Outre ces domaines qui ont ete deja bien Studies dans d'autres 

prolines, les Inventeurs ont mis en evidence un nouveau domaine sur la proteine 
rGrbl4, appele PIR (Phosphorylated Insulin Receptor Interacting Region) 
correspondant aux rSsidus 340 a 437 de la proline; par comparaison entre les 
proteines Grb7, GrblO et Grbl4, les Inventeurs ont rhontre qu'une sequence de 43 

20 acides amines correspondant aux acides 365 a 407 de la proteine rGrbl4 est hautement 
conservee dans l'ensemble de la famille de ces proteines (Kasus-Jacobi et al. (1998) 
deja cite) et devrait jouer un role particulier dans la fixation de ces proteines sur le 
rScepteur de l'insuline. 

Le domaine PIR est homologue au domaine BPS (Between PH and 

25 SH2\ (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite), recemment mis en evidence sur la 
proteine hGrblO (He W. et al. (1998) J. Biol. Chem., 273, 6860-6867) et correspond 
aux acides amines 358-434 de la proteine Grbl4. 

L' association entre le recepteur de l'insuline active* et les prolines de la 
famille Grb7 fait intervenir les deux domaines PIR et SH2. En fonction de la proline 

30 Grb conside"r6e, le rfile respectif des deux domaines est plus ou moins important. En 
effet, e'est essentiellement le PIR qui est rcsponsable de la liaison de Grbl4 sur le 
rdcepteur de rinsuline (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite), alors que le PIR et le SH2 
sont impliques dans Interaction entre GrblO et le recepteur (He et al (1998) deja 
cite). 

35 Plusieurs equipes ont montre qu'il y avait des d^fauts de 
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phosphorylation du recepteur de l'insuline ainsi que des alterations des effets de 
l'insuline sur le transport de glucose et sur Pactivation de certaines enzymes chez des 
patients obeses ou diabetiques (Arner, P. et al., J. N. (1987), Diabetologia, 30, 437- 
440 ; Caro, J. F. et al. (1987), J. Clin. Invest, 79, 1330-1337 ; Mandarino, L. J. (1989), 
5 Diab, Metab. Rev., 5, 475-486). 

Des mutations du gene du recepteur de l'insuline peuvent conduire par 
differents mecanismes a une diminution de l'activite tyrosine kinase du recepteur, 
contribuant ainsi au developpement d'un etat de resistance a l'insuline et a 
1'instauration de pathologies comme l'obesit6 et* Le diabete non-insulino-dependant 

10 (DNID) (Taylor, S. I. (1992), Diabetes, 41, 1473-1490. 

Dans des etats de resistance a Tinsuline, il y a developpement d'une 
hyperglycemic lorsque la s£cr£tion endogene d'insuline n'est plus suffisante, et il faut 
faire appel a une insulinotherapie pour maintenir Thomeostasie glucidique. Apres 10 
ans devolution du diabete, on observe dans 30% des cas des complications severes. 

15 Ces complications, secondares a un mauvais controle de la glycemie, ont de tres 
serieuses implications cliniques (insuffisances renales, necrose et amputation des 
membres inferieurs, c£cit6) qui conduisent a un raccourcissement de l'esperance de vie 
des patients. 

La normalisation de l'activitc" tyrosine kinase lorsqu'elle est perturbee 
20 peut etre envisagee soit directement en utilisant des molecules qui agissent sur cette 
enzyme (Levitzki et al. (1995), Science 261, 1782-1788), soit indirectement en 
inhibant les interactions entre les proteines adaptatrices et la tyrosine kinase 
(Pendergast et al. (1993), Cell, 75, 175-185). 

Or, les Inventeurs ont montre, de maniere surprenante, que la liaison au 
25 recepteur de l'insuline active, du domaine PIR des prolines de la famille des 
proteines Grb7 (Grbl4, GrblO, et Grb7), seul ou associe au fragment SH2 (PIR-SH2), 
inhibe l'activite tyrosine kinase dudit recepteur. 

La prescnte invention a pour objet Tutilisation d'un fragment constitue' 
par le domaine PIR ou le domaine PIR-SH2 d'une proteme de la famille des proteines 
30 Grb7, comme outil de criblage de molecules destinees au traitement des maladies 
impliquant l'insuline. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, ledit 
fragment est s£lectionn6 dans le groupe constitue par les sequences : SEQ ID NO: 1-28 
qui correspondent respectivement a des fragments PIR (residus 365-407 et residus 
35 353-436) et a des fragments PIR-SH2 (rdsidus 365-538 et residus. 353-538) des 
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proteines rGrbU, hGrbl4, mGrblO, hGrblO, rGrb7, hGrb7 et mGrb7). 

Au sens de la presenle invention la numerotation des residus des 
10 fragments de proteines est donnee en reference a la sequence de la proline rGrbU, 

apres alignement. 

5 De facon interessante, les Inventeurs ont montre* que l'effet inhibiteur 

de la prot&ne Grbl4 est reproduit par les proteines de fusion GST-PIR et GST- 
'S PIR+SH2 purifiees, obtenues par fusion de la GST avec le domaine PIR ou le domaine 
PIR+SH2 de rGrb!4. En revanche cet effet inhibiteur n'est pas observe avec la 
proteine de fusion GST-SH2 obtenue par fusion GST avec le domaine SH2 de rGrbl4. 
10 De facon inattendue, les Inventeurs ont montre que le domaine PIR 
20 S eul a une activite equivalente a celle de la proteine entiere alors que le domaine 
PIR+SH2 a un effet inhibiteur beaucoup plus important que le PIR exprime seul. En 
effet Tinhibttion totale de Tactivite tyrosine kinase des recepteurs de Tinsuline est 
obtenue lorsque I'on ajoute 0,3 ng de proteine GST-PIR, alors qu'il ne faut que 0,03 
25 15 iig de GST-PIR+SH2, II semble done que si le domaine SH2 n'a pas d'activite 
inhibitrice propre, par contre il potentialise fortement l'effet du PIR. 

De facon comparable, les Inventeurs ont montre que les domaines PIR 
et PIR+SH2 de GrblO ont un effet inhibiteur sur I'activite tyrosine kinase du recepteur 
30 de l'insuline. Le domaine SH2 de GrblO n'a pas en lui-meme d'effet inhibiteur, mais 

20 il potentialise egalement ^inhibition induite par le PIR. 

De plus, les Inventeurs ont montre que le recepteur de l'insuline est plus 
sensible a l'effet inhibiteur de Grbl4 qu'a celui de GrblO et de Grb7, et que l'effet 
35 peut etre obtenu aussi bien avec la proteine entiere qu'avec le domaine PIR ou le 

domaine PIR-SH2. 

25 Les domaines PIR et PIR-SH2 des prolines Grbl4, GrblO et Grb7 se 

component done comme des inhibiteurs endogenes de I'activite tyrosine kinase du 
recepteur de l'insuline, ce qui est une fonction tout a fait nouvelle pour des adaptateurs 
moleculaires. En effet, contrairement aux proteines adaptatrices IRS-1, IRS-2 ou She 
qui sont des intermSdiaires entre le recepteur de l'insuline et des effecteurs cellulaires, 
30 lesdits domaines des proteines de Ja famille Grb7 agissent directement sur I'activite 
tyrosine kinase du recepteur de l'insuline. 

En consequence, les domaines PIR et P1R-SH2 de la proline Grbl4 et 
des proteines adaptatrices homologues (proteines de la famille Grb7) constituent des 
cibles potentielles pour des medicaments. 
5o 35 En effet, des composes qui sont susceptibles d'augmenter ou de 
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suppriraer les interactions des domaincs desdites prolines pourraient pr6venir ou 
guerir les troubles de l'organisme lies a une modification de I'activitd de la proteine 
kinase du recepteur de l'insuline. 

En consequence, la present e invention se rapporte done egalement a un 
5 procede de detection de molecules aptes a stimuler ou inhiber (moduler) l'activite 
tyrosine kinase du recepteur de l'insuline, caracterise en ce qu'il comprend : 
15 a ) ia m ise en contact du recepteur de l'insuline active avec un fragment 

constitue par le domaine PIR ou ie domaine PIR-SH2 d'une proteine de la famille des 
proteines Grb7, et la molecule a tester, dans des* conditions permettant la formation 
10 d'une liaison entre ledit recepteur et ledit fragment, 
20 b) l'addition d'un substrat de la tyrosine kinase, 

c) la mesure de l'activite tyrosine kinase, et 

d) la determination de la modulation (inhibition ou stimulation) de 
T activity tyrosine kinase par comparaison avec un controle consume* par le recepteur 

25 15 de l'insuline active et ledit fragment. 

Conformement a l'invention, ledit fragment est de preference 
selectionne dans le groupe constitue' par les sequences SEQ ID NO:l a 28. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, 
30 prealablement a l'etape a) ci-dessus, une preselection des molecules aptes a stimuler 

20 ou inhiber (moduler) les interactions d'un fragment constitue" par le domaine PIR ou le 
domaine PIR-SH2 d'une proteine de la famille des proteines Grb7 avec le recepteur de 
1 ' insuline, est r6alis6e par : 
35 1) V immobilisation dudit fragment sur un support solide, 

2) la mise en contact de la molecule a tester avec ledit fragment, puis t 
25 3) l'incubation avec le recepteur de l'insuline marque et prealablement 

active, dans des conditions permettant la formation d'une liaison entre ledit recepteur et 
40 ledit fragment, 

4) la separation du recepteur marque non retenu sur le support, 

5) la detection du complexe eventuellement forme entre ledit fragment 
30 et le recepteur de 1' insuline active, et 

6) la determination de I'effet de la molecule (inhibition ou stimulation 
de r interaction fragment-recepteur), par comparaison avec un controle comprenant 
ledit fragment et le recepteur de l'insuline. 

Pour permettre 1' immobilisation dudit fragment sur un support solide, 
35 ledit fragment peut par exemplc etre exprime en fusion avec une proteine telle que la 
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GST. 

Ledit recepteur peut par exemple etre marqu6 avec une molecule 
radioactive, ou fusionne a une proteine fluorescente telle que la GFP (Green 
Fluorescent Protein). 

5 Lorsque ledit recepteur est marque avec une molecule fluorescente ou 

radioactive, 1* interaction entre ledit fragment et ledit recepteur est d6tectee par lecture 
15 de la fluorescence ou de la radioactivite retenue sur le support solide. 

La prdsente invention a egalement pour objet 1' utilisation d'une 
molecule apte a se lier a un fragment constitue parle domaine PIR ou le domaine PIR- 
10 SH2 d'une protemc de la famille des prolines Grb7 et a inhiber Tactivite tyrosine 
20 kinase du recepteur de l'insuline, pour la fabrication d'un medicament utile dans le 

traitement des maladies impliquant l'insuline, notamment le diabete et l r ob6site\ 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, ladite 
molecule est obtenue par le precede conforme a 1' invention, 
25 15 Les composes ainsi selectionnes sont potentiellement utiles pour 

prevenir ou traiter des maladies impliquant l'insuline comme par exemple le diabete et 
I'obesite ou d'autres pathologies caracterisSes par une resistance a l'insuline telles que 
I'ovaire polycystique (Legro, R. S. et al. (1998), Rec. Progr. Hormone Res., 53, 
30 217-255) ou le syndrome X (Komers, R. et al. (1998), Physiol Res, , 47, 215-225). 

20 Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en ceuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
35 dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre l'alignement des proteines de la famille des 
25 proteines Grbs. Les pourcentages d'identite en acides amines des domaines sont 
exprimes par rapport au domaine homologue de rGrbl4. PP : motif riche en residus 
40 proline, site de liaison de proteines contenant des domaines SH3 ; PH : domaine 

dliomologie avec la plexstrine, association avec des phospholipides ou des proteines ; 
PIR, phosphorylated insulin receptor interacting region ; SH2, domaine permettant 
30 une interaction avec des rdsidus phosphotyrosines. 
45 - la figure 2 illustre l'alignement des sequences des domaines PIR des 

proteines de la famille des prolines Grb : rGrbl4, hGrbl4, hGrblO et hGrb7. La 
numerotation des acides amines est donn6e en reference a la s6quence de la proteine 
rGrbl4. Les acides amines conservds sont indiqu^s par un ast&isque. Le domaine 
50 35 conserve correspondant aux residus 365-407 des proteines Grb est grise\ 
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- la figure 3 illustre la sequence des domaines PIR-SH2 des prolines 
de la famille des prolines Grb : rGrbl4, hGrblO et hGrb7. La sequence complete du 
domaine PIR-SH2 (residus 353-538) de rGrbl4 (SEQ ID NO:4), hGrblO (SEQ ID 
NO:16) ct hGrb7 (SEQ ID NO:24) est presentee. La sequence du fragment 405-538 du 

5 domaine PIR-SH2 de rGrbl4 (SEQ ID N0:3), hGrblO (SEQ ID N0:15) et de hGrb7 
(SEQ ID NO:23) est soulign6e. 

- la figure 4 illustre l'effet des proteines Grbs sur l'activite" tyrosine 
kinase des recepteurs de l'insuline; (•) GST-rGrbl4 ; (A) GST-mGrblO ; 
(■) GST-rGrb7. Les r6sultats sont exponas en pourcentage de la valeur obtenue en 

10 l'absence de proteine ajoutee. Nombre d'experiences = 4. Les effets des proteines 
GST-mGrblO et GST-rGrb7 compares avec ceux de la proline GST-rGrbl4 montrent 
des differences statistiquement significatives, indiquees par: * pour p<0,05, ** pour 
p<0,01 et * ** pour p<0,001. 

- la figure 5 illustre 1'inhibition de la tyrosine kinase des recepteurs de 
15 l'insuline par la proteine rGrbl4 : (•) GST-rGrbl4 ; (A) GST-PIR de rGrbH ; 

(88)GST-SH2 de rGrbU; (■) GST-PIR+SH2 de rGrbl4 ; (O) GST-PIR+SH2 R464K 
de rGrbl4. Les resultats sont exprimes en pourcentage de la valeur obtenue en 
l'absence de proline ajoutee. Nombre d'experiences = 5. Les effets des differentes 
constructions de rGrbl4 compares avec ceux de la proline GST-rGrbl4 entiere 
20 montrent des differences statistiquement significatives, indiquees par: * pour p<0,05, 
** pour p<0,01 et *** pour p<0,001. 

- la figure 6 illustre 1'inhibition de l'activite* tyrosine kinase des 
recepteurs de l'insuline par les differents domaines de mGrblO : (•) GST-mGrblO ; 
(A) GST-PIR de mGrblO ; (35 ) GST-SH2 de mGrblO ; (■) GST-PIR+SH2 de 

25 mGrblO ; (O) GST-PIR+SH2 R547K de mGrblO. Les resultats sont exprimes en 
pourcentage de la valeur obtenue en l'absence de proteine ajoutee. Nombre 
d'exp6riences = 4. Les effets des diff6rentes constructions de mGrblO compares avec 
ceux de la proteine GST-mGrblO entiere montrent des differences statistiquement 
significatives, indiquees par: * pour p<0,05, ** pour p<0,01 et *** pour p<0,001. 

30 - la figure 7 illustre 1'inhibition de Y activite* tyrosine kinase des 

recepteurs de l'insuline par les differents domaines de rGrb7: (•) GST-rGrb7; (A) 
GST-PIR de rGrb7; (S3) GST-SH2 de rGrb7 ; (■) GST-PIR+SH2 de rGrb7. Les 
resultats sont exprimes en pourcentage de la valeur obtenue en absence de prot6ine 
ajoutee. Nombre d'exp6riences= 2. Les effets des differentes constructions de rGrb7 

35 compares avec ceux de la proteine GST-rGrb7 entiere montrent des differences 
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statistiquement significatives, indiquees par: * pour p<0,05, ** pour p<0,01 et *** 
pour p<0,001. 

10 Exemple 1 : Comparaison de l'effet des proteines rGrbl4, mGrblO et rGrb7 sur 

l'activite tyrosine kinase des r£cepteurs de l'insuline 

5 1. Mode operatoire : 

Des recepteurs de l'insuline sont partiellement purifies a partir de 
15 cellules CHO-IR, en passant un lysat cellulaire sur une colonne de lectine de germe de 

hie* et en 6luant les glycoproteines retenues avec de la N-acetylgiucosamine 0,3M. Les 
recepteurs de l'insuline ainsi purifies sont incubesen presence d'insuline (0 ou 10" 7 M) 
10 pendant 1 heure a temperature ambiante. On ajoute alors un tampon contenant de 
20 l'ATP 20 u.M, des ions MnCl 2 et MgCi 2 et du [y- i2 ?] ATP pour permettre aux 

recepteurs de s'autophosphoryler, et des quantites croissantes des proteines Grbs 
purifiees exprimees en fusion avec la GST. 30 minutes apres, on ajoute 15 \kg d'un 
substrat de synthase t le poly Glu-Tyr (4:1). L'activite" tyrosine kinase des recepteurs 
25 15 est mesur£e par 1' incorporation de radioactivite dans le poly Glu-Tyr pendant 30 min. 

2. Resultats : 

lis sont representes a la figure 4. 

L'addition des proteines de fusion GST-rGrbl4 et GST-mGrblO induit 
30 une inhibition dose-dependante de 1'activite tyrosine kinase des recepteurs de 

20 l'insuline, et les concentrations les plus elevens permettent une inhibition to tale de 
Tenzyme. Par comparaison, la proteine GST-rGrb7 ne permet au maximum qu'une 
inhibition de 40%. La courbe dose-reponse de l'effet de GST-mGrblO est deplacee sur 
35 la droite par rapport a la courbe de l'effet de GST-rGrbl4. Une inhibition de 50% de 

1'activite tyrosine kinase des recepteurs est obtenue en utilisant respectivement 0,04 
25 u,g de GST-rGrbl4 et 0,13 \xg de GST-mGrblO. L'activite tyrosine kinase des 
recepteurs de rinsuline est done plus sensible a l'effet inhibiteur de rGrbl4 qu'a celui 
40 de mGrblO. 

Ces resultats montrent que les proteines Grbs ont une activite 
inhibitrice sur l'activite tyrosine kinase des recepteurs de rinsuline, et que la proteine 
30 rGrbl4 a l'effet inhibiteur le plus important. 
45 Exemple 2 ; Effet inhibiteur des differ en ts domaines de rGrbl4 sur l'activite 

tyrosine kinase des recepteurs de l'insuline 
1. Mode operatoire : 

Les recepteurs de rinsuline sont partiellement purifies comme decrit 
50 35 dans I'exemple 1. Les differents domaines de rGrbl4 (rGrb!4, PIR, SH2, PIR+SH2, 
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PIR+SH2.R464K) sont produits en fusion avec la GST et purifies. L'effet inhibiteur 
de ces proteines sur l'activite tyrosine kinase des recepteurs de 1'insuline est analyse 
comme d£crit dans r exemple 1. 

2. Resultats : 

5 lis sont representes a la figure 5. 

Le domaine PIR exerce un effet inhibiteur comparable a celui de la 
15 proteine rGrbl4 entiere, alors que le domaine SH2 n'a aucun effet (de meme que la 

proteine deletee des regions PIR+SH2, resultats non montres). Cependant, le domaine 
PIR+SH2 a un effet inhibiteur beaucoup plus important que le PIR seul ou la proteine 
10 entiere (l'effet inhibiteur maximal est obtenu en ajoutant 0,03 ug de proline). Cette 
20 potentiaiisation- est supprimee par la mutation du residu arginine 464 du motif 

FLVRES conserve qui inactive le domaine SH2, puisque le domaine PIR+SH2 R464K 
a le meme effet que le PIR seul. 

Ces r6sultats montrent que l'effet inhibiteur de iGrbl4 sur l'activite 
25 is tyrosine kinase des recepteurs de 1'insuline est due a la presence du PIR. Le domaine 

SH2 seul n'a aucun effet, mais il potentialise l'effet du PIR. 

Exemple 3 : Effet inhibiteur des differents domaines de mGrblO sur l'activite 
tyrosine kinase des recepteurs de Tinsuline 

30 1. Mode operatoire : 

20 Le mode operatoire est identique a celui decrit dans 1' exemple 2. 

2. Resultats : 

lis sont represent6s a la figure 6. 

Le domaine PIR exerce un effet inhibiteur comparable a celui exerce 
par la proteine entiere ..Le domaine SH2 seul n'a pas d'action inhibitrice, mais il 
25 potentialise l'inhibition exercee par le PIR (la courbe dose-r6ponse du PIR+SH2 est 
d6calee vers la gauche). La mutation du residu arginine du motif FLLRDS du domaine 
SH2 inhibe l'effet potentialisateur du domaine PIR+SH2 (mutant PIR+SH2 R547K). 

Ces resultats montrent que les domaines PIR ou PIR-SH2 de rGrbl4 ont 
un effet inhibiteur plus important que les domaines PIR ou PIR-SH2 de mGrblO. 
30 Exemple 4 : Effet inhibiteur des differents domaines de rGrb7 sur l'activite 
tyrosine kinase des recepteurs de 1'insuline 

1. Mode operatoire : 

Le mode operatoire est identique a celui decrit a l'exemple 2. 

2. FUsultats : 

50 35 Us sont representes a la figure 7. 
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Le domaine PIR exerce un effet inhibiteur comparable a celui exerce 
par la proteine entiere. Le domaine SH2 scul n'a pas d 'action inbibitrice, mais il 
potentialise I'inhibilion exerc£e par le PIR (la courbe dose-reponse du PIR+SH2 est 
d£calee vers la gauche). Les domaines PIR et PIR-SH2 de rGrb7 ont un effet 
5 inhibiteur moindre compare a celui des domaines PIR et PIR-SH2 des proteines 
rGrbHet mGrblO. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1' invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d* application qui 
viennent d'etre d£crits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
10 variantes qui peuvent venir a 1 'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la port6e de la presente invention. 
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RE VENDICATION S 

1. Utilisation d'un fragment constitue par le domaine PIR ou le 
domaine PIR-SH2 d'une proteine de la famille des proteines Grb7, comme outil de 
criblage de molecules destinees au traitement des maladies impliquant l'insuUne. 
5 2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 

fragment est selectionne dans le gioupe constitue par les sequences SEQ ID NO: 1-28. 

3. Precede de detection de molecules aptes a moduler l'activite tyrosine 
kinase du recepteur de 1'insuline, caracterise en ce quMl comprend : 

a) la mise en contact du recepteur de rinsuline active avec un fragment 
10 constitue par le domaine PIR ou le domaine PIR-SH2 d'une proteine de la famille des 

proteines Grb7, et la molecule a tester, dans des conditions permettant la formation 
d'une liaison entre ledit recepteur et ledit fragment, 

b) l'addition d'un substrat de la tyrosine kinase, 

c) la mesure de l'activite tyrosine kinase, et 

25 is d) la determination de la modulation de l'activite tyrosine kinase par 

comparaison avec un controle constitue par le recepteur de rinsuline active et ledit 
fragment. 

4. Precede selon la revendication 3, caracterise en ce que ledit fragment 
30 est selections dans le groupe constitue par les SEO ID NO:l a SEQ ID NO:28. 

20 5. Precede selon la revendication 3 ou la revendication 4, caracterise en 

ce que prealablement a I'etape a), une preselection des molecules aptes a moduler les 
interactions d'un fragment constitue par le domaine PIR ou le domaine PIR-SH2 
35 d'une proteine de la famille des proteines Grb7 avec le recepteur de rinsuline, est 

realisee par : 

25 1) 1' immobilisation dudit fragment sur un support solide, 

2) la mise en contact de la molecule a tester avec ledit fragment, puis 
40 3) Tincubation avec le recepteur de rinsuline marque et pr6alablement 

active, dans des conditions permettant la formation d'une liaison entre ledit recepteur et 
ledit fragment, 

30 4) la separation du recepteur marque non retenu sur le support, 

45 5) la detection du complexe eventuellement formS entre ledit fragment 

et le recepteur de rinsuline active et 

6) la determination de reffet de la molecule, par comparaison avec un 
controle comprenant ledit fragment et le recepteur de rinsuline. 
50 35 6. Utilisation d'une molecule apte a se lier a un fragment constitue par 
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le domaine PLR ou le domaine PIR-SH2 d'une proteine de la famUle des proteines 
Grb7 et a inhiber l'activite tyrosine kinase du recepteur de i'insuline, pour la 
fabrication d'un medicament utile dans le tiaitement des maladies impliquant 
I'insuline. 

5 7. Utilisation selon la revendication 6, caracte>is6e en ce que ladite 

molecule est obtenue par le proc6de* selon Tune quelconque des revendications 3 & 5. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> BURNOL, ANNE- FRANCO IS E 
PERDEREAU, DOMINIQUE 
KASUS-JACOBI, ANNE 
BEREZIAT, VERONIQUE 
GIRARD, JEAN 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

<120> UTILISATION DE LA PROTEINE Grbl4 ET DES PROTEINES 
ADAPTATRICES HOMOLOGUES COMME OUTIL DE CRIBLAGE DE 
MOLECULES DESTINEES AU TRAIT EMENT DES MALADIES IMPLIQUANT 
L ' INSULINE 

<130> 64441EXT 

<140> 
<141> 

<160> 28 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 43 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 1 

Pro Met Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly Gin Lys Thr Arg Val He Asp Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 2 
<211> 84 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 2 

Gin Ala Arg Ser Ala Cys Ser Ser Gin Ser Val Ser Pro Met Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Lys Thr 
20 25 30 

Arg Val lie Asp Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val Ala Val Glu Glu 
35 40 45 

Gly Leu Ala Trp Arg Ly3 Lys Gly Cys Leu Arg Leu Gly Asn His Gly 
50 55 60 
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Ser Pro Thr Ala Pro Ser Gin Ser Ser Ala Val Asn Met Ala Leu His 
65 70 IS 80 

Arg Ser Gin Pro 



<210> 3 
<211> 1"?4 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

Pro°Met Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
1 5 10 15 

Gly Gin Lys Thr Arg Val He Asp Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu 
35 40 4$ 

Gly Asn. His Gly Ser Pro Thr Ala Pro Ser Gin Ser Ser Ala Val Asn 
50 55 60 



Met 



Ala Leu His Arg Ser Gin Pro Trp Phe His His Arg He Ser Arg 
65 75 30 

Asp Glu Ala Gin Gin Leu lie Thr Arg Gin Gly Pro Val Asp Gly Val 
85 90 95 

Phe Leu Val Arg Asp Ser Gin Ser Asn Pro Arg Thr Phe Val Leu Ser 
100 105 110 

Met Ser His Gly Gin Lys He Lys His Phe Gin He lie Pro Val Glu 
115 120 125 



Asp Asp Gly Glu Val Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Lys Phe 

130 135 140 . 

Thr Asp Leu lie Gin Leu Val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val 

145 150 155 

Leu Pro Cys Lys Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg Met Ala Val 
165 I 70 



<210> 4 
<211> 186 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

a"°All Arg Ser Ala Cys Ser Ser Gin Ser Val Ser Pro Met Arg Ser 
1 5 10 15 
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Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin' Lys Thr 
20 25 30 

Arg Val He Asp Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val Ala Val Glu Glu 

4 5 



35 



40 



Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu Gly Asn His Gly 
50 55 60 

Ser Pro Thr Ala Pro Ser Gin Ser Ser Ala Val Asn Met Ala Leu His 
65 70 "?5 ao 

Arg Ser Gin Pro Trp Phe His His Arg lie Ser Arg Asp Glu Ala Gin 
85 90 95 

Gin Leu He Thr Arg Gin Gly Pro Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 
100 105 . 110 

Asp Ser Gin Ser Asn Pro Arg Thr Phe Val Leu Ser Met Ser His Gly 
115 120 125 

Gin Lys lie Lys His Phe Gin lie lie Pro Val Glu Asp Asp Gly Glu 
130 135 140 

Val Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Lys Phe Thr Asp Leu lie 
145 150 155 160 

Gin Leu val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro Cys Lys 
165 170 175 



Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg Met Ala Val 
180 185 



<210> 5 
<211> 43 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 5 

Pro Met Arg Ser He Ser Glu Asn 
1 5 

Gly Gin Lys Ser Arg Val He Glu 
20 

Ala Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp 
35 40 



Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
10 15 

Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val 
25 30 

Arg Lys Lys 



<210> 6 
<211> 84 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 6 
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4 

Gin Gly Arg Ser Gly Cys Ser Ser Gin Ser lie Ser Pre Met Arg Ser 

1 5 
He Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met: Asp Phe Ser Gly Gin Lys Ser 
20 25 

Arg val lie Glu Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val Ala Val Glu Glu 
35 40 45 

Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu Gly Thr His Gly 
50 55 60 

Ser Pro Thr Ala Ser Ser Gin Ser Ser Ala Thr Asa Met Ala He His 

65 ™ 75 

Arg Ser Gin Pro 



<210> 7 
<211> 174 
<212> PKT 

<213> Homo sapiens 

Propel Arg Ser lie Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 

1 5 10 

Gly Gin Lys Ser Arg Val He Glu Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val 



20 



Ma Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu 



35 



40 



Gly Thr Hi, Gly Ser Pro Thr Ala Ser Ser Gin Ser Ser Ala Thr Asn 
50 " 60 

He, Ala lie His Arg Ser Gin Pro Trp Phe His His Lys lie Ser Arg 



65 



TO 



Asp Glu Ala Gin Arg Leu lie lie Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val 

85 90 

Phe Leu val Arg Asp Ser Gin Ser Asn Pro Lys Thr Phe Val Leu Ser 

105 ilu 



100 



Met Ser His Gly Gin Lys lie Lys His Phe Gin lie lie Pro Val Glu 

115 120 lZb 

ASP Asp Gly Glu Met Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Arg Phe 

130 135 
Thr Asp Leu He Gin Leu Val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val 



145 



150 



Leu Pro Cys Lys Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg He Ala Leu 
165 170 
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<210> 8 

<211> 1B6 

<212> PRT 

<2I3> Homo sapiens 



Gln°Gly Arg Ser Gly Cys Ser Ser Gin Ser He Ser Pro Met Arg Ser 
1 5 10 15 

lie Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Lys Ser 



20 25 



Arg Val He Glu Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val Ala Val Glu Glu 
35 40 45 

Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu Gly Thr His Gly 
50 55 60 

Ser Pro Thr Ala Ser Ser Gin Ser Ser Ala Thr Asn Met Ala He His 
65 70 75 80 

Arg ser Gin Pro Trp Phe His His Lys lie Ser Arc Asp Glu Ala Gin 
85 50 95 

Arc Leu lie He Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 
100 105 110 

Asp ser Gin Ser Asn Pro Lys Thr Phe Val Leu Ser Met Ser His Gly 
115 120 125 

Gin Lys He Lys His Phe Gin He lie Pro Val Glu Asp Asp Gly Glu 
130 135 140 

Met Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Arg ?he Thr Asp Leu He 
145 150 155 160 

Gin Leu Val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro Cys Lys 
165 170 1 b 

Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg He Ala Leu 
180 I 85 



<210> 9 
<211> 43 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 9 

Pro Met Arg Ser Val Ser Glu Asn 
1 5 

Gly Gin He Gly Arg Val He Asp 
20 



Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
10 15 

Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala 
25 30 
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Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Asn Gly 
35 40 



<210> 10 
<211> 82 
<212> PRT 
<2i3> mus muris 



Pro°Gli°Atg Lys Gly Leu Pro Pro Pro Phe Asn Ala Pro M.C Arg Ser 
1 5 10 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin lie Gly 
20 25 30 

Arg val He Asp Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 

35 40 45 

Gly His Ala Trp Arg Asn Gly Ser Thr Arg Met Asn lie Leu Ser Ser 
50 55 60 

Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Asn Ala Val lie His Arg Thr 
65 10 ^ 

Gin His 



<210> 11 
<211> 1*72 . 
<212> PRT 
<213> mus muris 

Pro^e^Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
I 5 10 

Gly Gin lie Gly Arg Val He Asp Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Asn Gly Ser Thr Arg Met Asn 
35 



40 45 



er ser Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Asn Ala Val 



50 



55 



lie His Arg Thr Gin His Trp Phe His Gly Arg He Ser Arg Glu Glu 



65 70 " 



ser His Arg lie lie Lys Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu 



85 



Leu Arg As P Ser Gin Ser Asn Pro Lys Ala Phe Val Leu Thr Leu Cys 
100 105 
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7 



His His Gin Lys lie Lys Asn Phe 
115 120 

Gly Gin Thr Phe Phe Thr Leu Asp 
130 135 

Leu He Gin Leu Val Asp Phe Tyr 
145 150 

Cys Lys Leu Lys His His Cys lie 
165 



Gin He Leu Pro Cys Glu Asp Asp 
125 

Asp C-ly Asn Thr Lys Phe Ser Asp 
140 

Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro 
155 160 

Arg Val Ala Leu 
170 



<210> 12 
<211> 184 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 12 



Pro Gin Arg Lys Gly Leu Pro Pro Pro Phe Asn Ala Pro Met Arg Ser 
1 5 1° 13 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin He Gly 



20 



25 30 



Arg val He Asp Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 

35 40 45 

Gly His Ala Trp Arg Asn Gly Ser Thr Arg Met Asn He Leu Ser Ser 
50 55 60 

Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Asn Ala Val He His Arg Thr 
G5 ™ 75 

Trp Phe His Gly Arg He Ser Arg Glu Glu Ser His Arg He 



Gin His Trp 



90 . 



He Lys Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Leu Arg Asp Ser 
100 i° 5 

Gin Ser Asn Pro Lys Ala Phe Val Leu Thr Leu Cys His His Gin Lys 
115 120 125 

lie Lys Asn Phe Gin He Leu Pro Cys Glu Asp Asp Gly Gin Thr Phe 
130 135 I 40 

Phe Thr Leu Asp Asp Gly Asn Thr Lys Phe Ser Asp Leu He Gin Leu 
145 150 155 160 

Val Asp Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro Cys Lys Leu Lys 
165 I 70 1 

His His Cys He Arg Val Ala Leu 
' 180 
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<210> 13 

<211> 43 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

p 4 ro°val 3 Arg Ser Val Ser C-lu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 

1 5 -10 i3 

Gly Gin Thr Gly Arg Val He Glu Asn Pro Ala Glu Ma Gin Ser Ala 
20 25 j0 

Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Lys Arg 
35 40 



<210> 14 
<211> B2 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

G'la'Gln'Arg Lys Ala Leu Leu Ser Pro Phe Ser Thr Pro Val Arg Ser 
1 5 10 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Thr Gly 
20 25 30 

Arg Val He Glu Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 

35 40 45 

Gly His Ala Trp Arg Lys Arg Ser Thr Arg Met Asn lie Leu Gly Ser 



50 



55 



Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Ser Thr Val lie His Arg Thr 
70 75 



65 
Gin His 



<210> 15 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 
Pro 



val Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
1 5 1° lb 

Gly Gin Thr Gly Arg Val lie Glu Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Lys Arg Ser Thr Arg Met Asn 



35 
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lie Leu Gly Ser Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Ser Thr Val 



50 



55 



He Kis Arg Thr Gin His Trp Phe His Gly Arg Phe Ser Arg Glu Glu 



65 



70 



75 



Ser His Arg lie lie Lys Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu 



85 



90 



Leu Arg Asp Ser Gin Ser Asn Pro Lys Ala Phe Val Leu Thr Leu Cys 



100 



105 



His His Gin Lys He Lys Asn Phe Gin lie Leu Pro Cys Glu Asp Asp 

120 12 => 



115 



Gly Gin Thr Phe Phe Ser Leu Asp Asp Gly Asn Thr Lys Phe Ser Asp 



130 



135 



145 



He Gin Leu Val Asp Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro 



150 



Cys Lys Leu Lys His His Cys He Arg Val Ala Leu 
165 170 



<210> 16 
<211> 184 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

G"°Gli 6 *r 0 Lys Ala Leu Leu Ser Pro Phe Ser Thr Pro Val Arg Ser 

I 5 10 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Thr Gly 
20 - 25 

Arg Val lie Glu Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 

40 43 



35 



Gly His Ala Trp Arg Lys Arg Ser Thr Arg Met Asn He Leu Gly Ser 

50 55 60 

Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Ser Thr Val He His Arg Thr 
■65 ■ 70 75 

Gin His Trp Phe His Gly Arg Phe Ser Arg Glu Glu Ser His Arg lie 

85 90 

He Lys Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Leu Arg Asp Ser 

■ - - 105 1XU 



100 

Gin Ser Asn Pro Lys Aia Phe Val Leu Thr Leu Cys His His Gin Lys 

115 120 125 

lie Lys Asn Phe Gin He Leu Pro Cys Glu Asp Asp Gly Gin Thr Phe 
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10 

130 135 »° 



Asn Thr Lys Phe Ser Asp Leu lie Gin Leu 

150 



165 

val ASP Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pre Cys Lys Leu Lys 



165 

His His Cys He Arg Val Ala Leu 
180 



<210> 17 
<2H> 43 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 



Zclel 1 ^ Ser Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 

1 5 10 

Gly His Ala Gly Arg Val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 



20 



Ala Met Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 18 
<211> 80 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 



SerArg His Leu Arg Leu Ser Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 

1 5 1° 

Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Ala Gly 

20 25 
Arg val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala Ala Met Glu Glu 



35 



40 



Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Thr 

50 55 

Thr cys ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala lie His Arg Thr Gin Pro 
65 1° 75 



<210> 19 
<211> no 
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11 

<212> PRT 

<213> Rattus sp. 

<400> 19 

Pro Leu Arg Ser Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly His Ala Gly Arg Val 'lie Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 
20 25 30 

Ala Met Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu 
35 40 45 

Ser Leu Pro Thr Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala lie His 
50 55 60 

Arg Thr Gin Pro Trp Phe His Gly Arg lie Ser Arg Glu Glu Ser Gin 
65 70 75 80 

Arg Leu lie Gly Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 
85 90 95 

Glu Ser Gin Arg Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu 
100 105 HO 

Gin Lys Val Lys His Tyr Leu He Leu Pro Ser Glu Asp Glu Gly Cys 
115 120 125 

Leu Tyr Phe Ser Met Asp Glu Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu 
130 135 140 

Gin Leu Val Glu Phe His Gin Leu Asn Arg Gly He Leu Pro Cys Leu 
145 150 155 160 

Leu Arg His Cys Cys Ala Arg Val Ala Leu 
165 170 



<210> 20 
<211> 182 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 20 

Ser Arg His Leu Arg Leu Ser Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
i 5 10 15 

Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Hi3 Ala Gly 
20 25 30 

Arg Val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala Ala Met Glu Glu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Thr 
50 55 60 

Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala He His Arg Thr Gin Pro 
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65 



70 



75 



60 



Trp Phe His Gly Arg lie Sex Arg Glu Glu Ser Gin Arg Leu lie Gly 

85 ■ 90 95 

Gin Gin Gly Leu Val Aso Gly Val Phe Leu Val Arg Glu Ser Gin Arg 

100 * 105 HO 

Asn Pro Gin Gly Fhe Val Leu Ser Leu Cys His Leu Gin Lys Val Lys 

115 120 125 

His Tyr Leu lie Leu Pro Ser Glu Asp Glu Gly Cys Leu Tyr Phe Ser 

130 135 140 

Met Asp Glu Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu Gin Leu Val Glu 

145 150 155 160 

Phe His Gin Leu Asn Arg Gly He Leu Pro Cys Leu Leu Arg His Cys 

165 170 175 



Cys Ala Arg Val Ala Leu 
180 



<210> 21 
<211> 43 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 21 

Pro Leu Arg Ser Ala Ser Aso Asn Thr' Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly His Ala Gly Arg Val He Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 22 
<211> 80 
<212> PRT 

<213> Komo sapiens 
<400> 22 

Ser Arg His Leu His Pro Ser Cys Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
1 5 10 15 

Ala Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 
■ 20 25 30 

Arg Val He Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val Ala Leu Glu Glu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Met 
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13 



50 55 60 

Pro Ala Ser Gly Thr Ser Leu Ser Ala Ala lie His Arg Thr Gin Leu 
65 70 75 80 



<210> 23 
<211> 170 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 23 ^ ^ 

Pro Leu Arg Ser Ala Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly His Ala Gly Arg Val He Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu 
35 40 45 

Ser Leu Pro Met Pro Ala Ser Gly Thr Ser Leu Ser Ala Ala He His 
50 55 60 

Arg Thr Gin Leu Trp Phe Ris Gly Arg He Ser Arg Glu Glu Ser Gin 
65 70 75 30 

Arg Leu He Gly Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Val Arg 
85 90 95 

Glu Ser Gin Arg Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu 
100 105 HO 

Gin Lys Val Lys His Tyr Leu He Leu Pro Ser Glu Glu Glu Gly Arg 
115 120 125 

Leu Tyr Phe Ser Met Asp Asp Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu 
130 135 140 

Gin Leu Val Glu Phe His Gin Leu Asn Arg Gly He Leu Pro Cys Leu 
145 150 155 160 

Leu Arg His Cys Cys Thr Arg Val Ala Leu 
165 170 



<210> 24 

<211> 182 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 24 ^ 

Ser Arg His Leu His Pro Ser Cys Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg- Ser 
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14 



10 



15 



Ala Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 



20 



25 



Arg 



Val He Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val Ala Leu Glu Glu 



35 



40 



Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Met 
55 50 



50 

Pro Ala Ser Gly Thr Ser' Leu Ser Ala Ala lie His Arg Thr Gin Leu 

65 ™ 15 

Trp Phe His Gly Arg lie Ser Arg Glu Glu Ser Gin Arg Leu lie Gly 



85 



90 



Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Val Arg Glu Ser Gin Arg 
100 i° 5 110 

Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu Gin Lys Val Lys 
115 120 125 

His Tyr Leu lie Leu Pro Ser Glu Glu Glu Gly Arg Leu Tyr Phe Ser 
130 135 140 

Met Asp Asp Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu Gin Leu Val Glu 
145 150 155 

Phe His Gin Leu Asn Arg Gly lie Leu Pro Cys Leu Leu Arg His Cys 
165 170 



Cys Thr Arg Val Ala Leu 
180 



<210> 25 
<211> 43 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 25 



Pro Leu Arg Ser Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
Gly His Ala Gly Arg val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 

25 JU 



20 



Ala Met Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 26 
<211> 80 
<212> PRT 
<213> mus muris 
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15 



<400> 26 
Ser Arg His Leu 
1 

Val Ser Asp Asn 
20 

Arg Val lie Asp 
35 

Ala Gin Ala Trp 
50 

Thr Cys Ser Gly 
65 



Arg Leu Ser Tyr 
5 

Thr Leu Val Ala 

Asn Pro Arg Glu 
40 

Arg Lys Lys Thr 
55 

Ser Ser Leu Ser 
70 



Leu Gly Ser Pro 
10 

Met Asp Phe Ser 
25 

Ala Leu Ser Ala 



Asn His Arg Leu 
SO 

Ala Ala lie His 
"7 5 



Pro Leu Arg Ser 
15 



Gly His Ala Gly 
30 

Ala Met Glu Glu 
45 

Ser Leu Pro Thr 



Arg Thr Gin Pro 
80 



<210> 21 
<211> 110 
<212> PRT 
<213> mus muris 

Pro°Leu 7 Axg Ser Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
1-5 10 15 

Glv His Ala Gly Arg Val lie Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 
20 25 30 

Ala Mei- Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu 
35 40 45 

Ser Leu Pro Thr Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala He His 
50 55 60 

Arg Thr Gin Pro Trp Phe His Gly Arg lie Ser Arg Glu Glu Ser Gin 



65 



70 



75 



Arg Leu lie Gly Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 



85 



Glu Ser Gin Arg Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu 
100 105 HO 

Gin Lys Val Lys His Tyr Leu He Leu Pro Ser Glu Asp Glu Gly Cys 
•115 120 I 25 

Leu Tyr Phe Ser Met Asp Glu Gly Gin Thr Axg Phe Thr Asp Leu Leu 
130 135 140 

Gin Leu Val Glu Phe His Gin Leu Asn Arg Gly lie Leu Pro Cys Leu 
145 150 155 
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16 



Leu Arg His Cys Cys Ala Arg Val Ala Leu 
165 170 



<210> 28 
<211> 192 
<212> PRT 
<213> mus muris ■ 

slr°Arg 8 His Leu Arg Leu Ser Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
1 5-10 15 



val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 
20 25 30 

Arg Val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala Ala Met Glu GIu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Thr 



50 



55 



60 



Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala He His Arg Thr Gin Pro 
65 70 75 

Trp Phe His Gly Arg lie Ser Arg Glu Glu Ser Gin Arg Leu lie Gly 
85 9° 95 

Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg Glu Ser Gin Arg 
100 105 110 

Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu Gin Lys Val Lys 
115 120 125 

His Tyr Leu He Leu Pro Ser Glu Asp Glu Gly Cys Leu Tyr Phe Ser 

140 



130 



Met Asp Glu Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu Gin Leu Val Glu 
145 150 I 55 

Phe His Gin Leu Asn Arg Gly lie Leu Pro Cys Leu Leu Arg His Cys 
165 I 70 175 



Cys Ala Arg Val Ala Leu 
180 
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GRB14 ET LE RECEPTEUR DE L'INSULINE AINSI QUE CRIBLAGE DE NOUVEAUX MEDICAMENTS 



5 La presente invention se rapporte a l'utilisation de la proteine Grbl4 et 

des proteines adaptatrices homologues (proteines de la famille Grb7), comme outil de 
criblage de molecules destinees au traitement des maladies impliquant l'insuline. 

L'insuline, hormone principale de la regulation du metabolisme 
energetique est la seule hormone hypoglycemiante de 1'organisme ; elle stimule le 

10 transport du glucose et son utilisation par les tissus peripheriques (muscles 
squelettiques et tissu adipeux) et inhibe la production endogene de glucose par le foie. 

L'insuline agit par P intermediate d'un recepteur qui est exprime a la 
membrane plasmique des cellules. Ce recepteur fait partie de la famille des recepteurs 
a activite tyrosine kinase, qui sont caracterises par la presence d'un domaine 

15 intracellulaire portant P activite catalytique. La liaison du ligand induit la dimerisation 
des recepteurs, Pactivation du domaine tyrosine kinase, et la phosphorylation 
(autophosphorylation et transphosphorylation) de residus tyrosines specifiques 
presents dans la partie cytosolique des recepteurs (Ullrich, A. et al. (1990) Cell, 61, 
203-212). 

20 Le recepteur de l'insuline possede la particularity d'etre present sous 

une forme naturellement dimerisee. La liaison de l'insuline a la sous-unite a 
extracellulaire induit des modifications conformationnelles qui aboutissent a 
1' activation du domaine kinase porte par la sous-unite 6 du recepteur, et a son 
autophosphorylation, necessaire a Pactivation complete du recepteur. Le recepteur de 

25 l'insuline ainsi active phosphoryle des proteines intracellulaires qui servent 
d'effecteurs du signal de l'insuline. 

En effet, la transduction d'un signal a Pinterieur de la cellule apres la 
stimulation d'un recepteur a activite tyrosine kinase, fait appel a des cascades 
d'interactions proteine-proteine, qui aboutissent a un effet metabolique ou 

30 mitogenique, et dans lesquelles les adaptateurs moleculaires ont un role privilegie. Par 
Pintermediaire de leurs domaines d'interactions proteiques, les adaptateurs permettent 
le recrutement des effecteurs successifs, constituant les voies de signalisation. 

Parmi les differents t relais entre le recepteur de l'insuline et ses 
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est tres bien correlee avec la sensibilite des tissus a l'insuline et que sa surexpression 
dans des cellules CHO-IR (Chinese Hamster Ovary exprimant des taux eleves de 
recepteurs de l'insuline d'origine humaine) inhibe les effets de l'insuline en diminuant 
l'activation de IRS-1 sans modifier l'autophosphorylation du recepteur de l'insuline. 
5 (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite). 

Les proteines adaptatrices de la famille de Grb7 sont caracterisees par 
la succession de trois domaines : 

- une sequence riche en proline appelee PP, pres de l'extremite amino- 
terminale, 

10 - un domaine central appele PH (Pleckstrin homology) et 

- un domaine appele SH2 (Src homology 2) a l'extremite carboxy-tenninale, 
connu pour interagir avec les sequences contenant des phosphotyrosines (Ooi J. et al. 
(1995) Oncogene, 10, 1621-1630 ; Margolis B. (1992) deja cite ; Daly R.J. (1996) 
deja cite). 

15 Outre ces domaines qui ont ete deja bien etudies dans d'autres 

proteines, les Inventeurs ont mis en evidence un nouveau domaine sur la proteine 
rGrbl4, appele PIR (Phosphorylated Insulin Receptor Interacting Region) 
correspondant aux residus 340 a 437 de la proteine; par comparaison entre les 
proteines Grb7, GrblO et Grbl4, les Inventeurs ont montre qu'une sequence de 43 

20 acides amines correspondant aux acides 365 a 407 de la proteine rGrbl4 est hautement 
conservee dans Tensemble de la famille de ces proteines (Kasus-Jacobi et al. (1998) 
deja cite) et devrait jouer un role particulier dans la fixation de ces proteines sur le 
recepteur de l'insuline. 

Le domaine PIR est homologue au domaine BPS (Between PH and 

25 SH2), (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite), recemment mis en evidence sur la 
proteine hGrblO (He W. et al. (1998) J. Biol Chem., 273, 6860-6867) et correspond 
aux acides amines 358-434 de la proteine Grbl4. 

L'association entre le recepteur de l'insuline active et les proteines de la 
famille Grb7 fait intervenir les deux domaines PIR et SH2. En fonction de la proteine 

30 Grb consideree, le role respectif des deux domaines est plus ou moins important. En 
effet, c'est essentiellement le PIR qui est responsable de la liaison de Grbl4 sur le 
recepteur de l'insuline (Kasus-Jacobi et al. (1998) deja cite), alors que le PIR et le SH2 
sont impliques dans Interaction entre GrblO et le recepteur (He et al (1998) deja 
cite). 

35 Plusieurs equipes ont montre qu'il y avait des defauts de 
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proteines rGrbl4, hGrbl4, mGrblO, hGrblO, rGrb7, hGrb7 et mGrb7). 

Au sens de la presente invention la numerotation des residus des 
fragments de proteines est donnee en reference a la sequence de la proteine rGrbl4, 
apres alignement. 

5 De fagon interessante, les Inventeurs ont montre que l'effet inhibiteur 

de la proteine Grbl4 est reproduit par les proteines de fusion GST-PIR et GST- 
PIR+SH2 purifiees, obtenues par fusion de la GST avec le domaine PIR ou le domaine 
PIR+SH2 de rGrbl4. En revanche cet effet inhibiteur n'est pas observe avec la 
proteine de fusion GST-SH2 obtenue par fusion GST avec le domaine SH2 de rGrbl4. 

10 De fagon inattendue, les Inventeurs ont montre que le domaine PIR 

seul a une activite equivalente a celle de la proteine entiere alors que le domaine 
PIR+SH2 a un effet inhibiteur beaucoup plus important que le PIR exprime seul. En 
effet Tinhibition totale de l'activite tyrosine kinase des recepteurs de 1'insuline est 
obtenue lorsque Ton ajoute 0,3 \ig de proteine GST-PIR, alors qu'il ne faut que 0,03 

15 (ig de GST-PIR+SH2. II semble done que si le domaine SH2 n'a pas d'activite 
inhibitrice propre, par contre il potentialise fortement l'effet du PIR. 

De fagon comparable, les Inventeurs ont montre que les domaines PIR 
et PIR+SH2 de GrblO ont un effet inhibiteur sur l'activite tyrosine kinase du recepteur 
de 1'insuline. Le domaine SH2 de GrblO n'a pas en lui-meme d'effet inhibiteur, mais 

20 il potentialise egalement Tinhibition induite par le PIR. 

De plus, les Inventeurs ont montre que le recepteur de 1'insuline est plus 
sensible a l'effet inhibiteur de Grbl4 qu'a celui de GrblO et de Grb7, et que l'effet 
peut etre obtenu aussi bien avec la proteine entiere qu'avec le domaine PIR ou le 
domaine PIR-SH2. 

25 Les domaines PIR et PIR-SH2 des proteines Grbl4, GrblO et Grb7 se 

comportent done comme des inhibiteurs endogenes de l'activite tyrosine kinase du 
recepteur de 1'insuline, ce qui est une fonction tout a fait nouvelle pour des adaptateurs 
moleculaires. En effet, contrairement aux proteines adaptatrices IRS-1, IRS-2 ou She 
qui sont des intermediates entre le recepteur de 1'insuline et des effecteurs cellulaires, 

30 lesdits domaines des proteines de la famille Grb7 agissent directement sur l'activite 
tyrosine kinase du recepteur de 1'insuline. 

En consequence, les domaines PIR et PIR-SH2 de la proteine Grbl4 et 
des proteines adaptatrices homologues (proteines de la famille Grb7) constituent des 
cibles potentielles pour des medicaments. 

35 En effet, des composes qui sont susceptibles d'augmenter ou de 
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GST. 

Ledit recepteur peut par exemple etre marque avec une molecule 
radioactive, ou fusionne a une proteine fluorescente telle que la GFP (Green 
Fluorescent Protein). 

5 Lorsque ledit recepteur est marque avec une molecule fluorescente ou 

radioactive, l'interaction entre ledit fragment et ledit recepteur est detectee par lecture 
de la fluorescence ou de la radioactivite retenue sur le support solide. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'une 
molecule apte a se lier a un fragment constitue parle domaine PIR ou le domaine PIR- 

10 SH2 d'une proteine de la famille des proteines Grb7 et a inhiber l'activite tyrosine 
kinase du recepteur de l'insuline, pour la fabrication d'un medicament utile dans le 
traitement des maladies impliquant l'insuline, notamment le diabete et Tobesite. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, ladite 
molecule est obtenue par le procede conforme a 1'invention. 

15 Les composes ainsi selectionnes sont potentiellement utiles pour 

prevenir ou traiter des maladies impliquant l'insuline comme par exemple le diabete et 
1'obesite ou d'autres pathologies caracterisees par une resistance a l'insuline telles que 
l'ovaire polycystique (Legro, R. S. et al. (1998), Rec. Progr. Hormone Res., 53, 
217-255) ou le syndrome X (Komers, R. et al. (1998), Physiol Res., 47, 215-225). 

20 Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre l'alignement des proteines de la famille des 
25 proteines Grbs. Les pourcentages d'identite en acides amines des domaines sont 

exprimes par rapport au domaine homologue de rGrbl4. PP : motif riche en residus 
proline, site de liaison de proteines contenant des domaines SH3 ; PH : domaine 
dTiomologie avec la plexstrine, association avec des phospholipides ou des proteines ; 
PIR, phosphorylated insulin receptor interacting region ; SH2, domaine permettant 
30 une interaction avec des residus phosphotyrosines. 

- la figure 2 illustre Talignement des sequences des domaines PIR des 
proteines de la famille des proteines Grb : rGrbl4, hGrbl4, hGrblO et hGrb7. La 
numerotation des acides amines est donnee en reference a la sequence de la proteine 
rGrbl4. Les acides amines conserves sont indiques par un asterisque. Le domaine 

35 conserve correspondant aux residus 365-407 des proteines Grb est grise. 
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statistiquement significatives, indiquees par: * pour p<0,05, ** pour p<0,01 et *** 
pour p<0,001. 

Exemple 1 : Comparaison de l'effet des proteines rGrbl4, mGrblO et rGrb7 sur 
l'activite tyrosine kinase des recepteurs de l'insuline 

5 1. Mode operatoire : 

Des recepteurs de l'insuline sont partiellement purifies a partir de 
cellules CHO-IR, en passant un lysat cellulaire sur une colonne de lectine de germe de 
ble et en eluant les glycoproteines retenues avec de la N-acetylglucosamine 0,3M. Les 
recepteurs de l'insuline ainsi purifies sont incubesen presence d'insuline (0 ou 10 7 M) 
10 pendant 1 heure a temperature ambiante. On ajoute alors un tampon contenant de 
l'ATP 20 (xM, des ions MnCl 2 et MgCl 2 et du [y- 32 P] ATP pour permettre aux 
recepteurs de s'autophosphoryler, et des quantites croissantes des proteines Grbs 
purifiees exprimees en fusion avec la GST. 30 minutes apres, on ajoute 15 \ig d'un 
substrat de synthese, le poly Glu-Tyr (4:1). L'activite tyrosine kinase des recepteurs 
15 est mesuree par T incorporation de radioactivite dans le poly Glu-Tyr pendant 30 min. 
2. Resultats : 

lis sont represents a la figure 4. 

L'addition des proteines de fusion GST-rGrbl4 et GST-mGrblO induit 
une inhibition dose-dependante de l'activite tyrosine kinase des recepteurs de 

20 l'insuline, et les concentrations les plus elevees permettent une inhibition totale de 
l'enzyme. Par comparaison, la proteine GST-rGrb7 ne permet au maximum qu'une 
inhibition de 40%. La courbe dose-reponse de l'effet de GST-mGrblO est deplacee sur 
la droite par rapport a la courbe de l'effet de GST-rGrbl4. Une inhibition de 50% de 
l'activite tyrosine kinase des recepteurs est obtenue en utilisant respectivement 0,04 

25 \ig de GST-rGrbl4 'et 0,13 \xg de GST-mGrblO. L'activite tyrosine kinase des 
recepteurs de l'insuline est done plus sensible k l'effet inhibiteur de rGrbl4 qu'a celui 
de mGrblO. 

Ces resultats montrent que les proteines Grbs ont une activite 
inhibitrice sur l'activite tyrosine kinase des recepteurs de l'insuline, et que la proteine 
30 rGrbl4 a l'effet inhibiteur le plus important. 

Exemple 2 : Effet inhibiteur des differents domaines de rGrbl4 sur l'activite 
tyrosine kinase des recepteurs de l'insuline 

1. Mode operatoire : 

Les recepteurs de l'insuline sont partiellement purifies comme decrit 
35 dans l'exemple 1. Les differents domaines de rGrbl4 (rGrbl4, PIR, SH2, PIR+SH2, 
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Le domaine PIR exerce un effet inhibiteur comparable a celui exerce 
par la proteine entidre. Le domaine SH2 seul n'a pas d'action inhibitrice, mais il 
potentialise P inhibition exercee par le PIR (la courbe dose-reponse du PIR+SH2 est 
decalee vers la gauche). Les domaines PIR et PIR-SH2 de rGrb7 ont un effet 

5 inhibiteur moindre compare a celui des domaines PIR et PIR-SH2 des proteines 
rGrbl4 et mGrblO. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Pinvention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 

10 variantes qui peuvent venir a Pesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee de la presente invention* 
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le domaine PIR ou le domaine PIR-SH2 d'une proteine de la famille des proteines 
Grb7 et a inhiber 1'activite tyrosine kinase du recepteur de l'insuline, pour la 
fabrication d'un medicament utile dans le traitement des maladies impliquant 
Tinsuline. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que ladite 
molecule est obtenue par le procede selon Tune quelconque des revendications 3 a 5. 
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Figure 4 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> BURNOL, ANNE-FRANCOISE 
PERDEREAU, DOMINIQUE 
KASUS-JACOBI, ANNE 
BEREZIAT, VE RON I QUE 
GIRARD, JEAN 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

<120> UTILISATION DE LA PROTEINE Grbl4 ET DES PROTEINES 
ADAPTAT RICES HOMOLOGUES COMME OUTIL DE CRIBLAGE DE 
MOLECULES DESTINEES AU TRAITEMENT DES MALADIES IMPLIQUANT 
L'INSULINE 

<130> 64441EXT 

<140> 
<141> 

<160> 28 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 43 

<212> PRT 

<213> Rattus sp. 

<400> 1 

Pro Met Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly Gin Lys Thr Arg Val He Asp Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 2 
<211> 84 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 2 

Gin Ala Arg Ser Ala Cys Ser Ser Gin Ser Val Ser Pro Met Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Lys Thr 
20 25 30 

Arg Val He Asp Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val Ala Val Glu Glu 
35 40 45 



Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu Gly Asn His Gly 
50 55 60 
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Ser Pro Thr Ala Pro Ser Gin Ser Ser Ala Val Asn Met Ala Leu His 
65 70 75 80 



Arg Ser Gin Pro 



<210> 3 
<211> 174 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 3 

Pro Met Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly Gin Lys Thr Arg Val lie Asp Asn Pro Thr Glu Ala' Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu 
35 40 " 45 

Gly Asn His Gly Ser Pro Thr Ala Pro Ser Gin Ser Ser Ala Val Asn 
50 55 60 

Met Ala Leu His Arg Ser Gin Pro Trp Phe His His Arg lie Ser Arg 
65 70 75 80 

Asp Glu Ala Gin Gin Leu lie Thr Arg Gin Gly Pro Val Asp Gly Val 
85 90 95 

Phe Leu Val Arg Asp Ser Gin Ser Asn Pro Arg Thr Phe Val Leu Ser 
100 105 110 

Met Ser His Gly Gin Lys lie Lys His Phe Gin He He Pro Val Glu 
115 120 125 

Asp Asp Gly Glu Val Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Lys Phe 
130 135 140 . 

Thr Asp Leu He Gin Leu Val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val 
145 150 155 160 

Leu Pro Cys Lys Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg Met Ala Val 
165 170 



<210> 4 
<211> 186 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 4 

Gin Ala Arg Ser Ala Cys Ser Ser Gin Ser Val Ser Pro Met Arg Ser 
15 10 15 
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Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Lys Thr 
20 25 30 

Arg Val He Asp Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val Ala Val Glu Glu 
35 40 45 

Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu Gly Asn His Gly 
50 55 60 

Ser Pro Thr Ala Pro Ser Gin Ser Ser Ala Val Asn Met Ala Leu His 
65 70 75 80 

Arg Ser Gin Pro Trp Phe His His Arg He Ser Arg Asp Glu Ala Gin 
85 90 95 

Gin Leu He Thr Arg Gin Gly Pro Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 
100 105 . 110 

Asp Ser Gin Ser Asn Pro Arg Thr Phe Val Leu Ser Met Ser His Gly 
115 120 125 

Gin Lys He Lys His Phe Gin He He Pro Val Glu Asp Asp Gly Glu 
130 135 140 

Val Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Lys Phe Thr Asp Leu He 
145 150 155 160 

Gin Leu Val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro Cys Lys 
165 170 175 

Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg Met Ala Val 
180 185 



<210> 5 
<211> 43 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

Pro Met Arg Ser He Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly Gin Lys Ser Arg Val lie Glu Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 6 
<211> 84 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 6 
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Gin Gly Arg Ser 
1 

lie Ser Glu Asn 
20 

Arg Val lie Glu 
35 

Gly Leu Ala Trp 
50 

Ser Pro Thr Ala 
65 

Arg Ser Gin Pro 



Gly Cys Ser Ser 
5 

Ser Leu Val Ala 

Asn Pro Thr Glu 
40 

Arg Lys Lys Gly 
55 

Ser Ser Gin Ser 
70 



4 

Gin Ser lie Ser 

10. 

Met Asp Phe Ser 
25 

Ala Leu Ser Val 



Cys Leu Arg Leu 
60 

Ser Ala Thr Asn 
75 



Pro Met Arg Ser 
15 

Gly Gin Lys Ser 
30 

Ala Val Glu Glu 
45 

Gly Thr His Gly 



Met Ala He His 
80 



<210> 7 
<211> 174 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 7 

Pro Met Arg Ser He Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly Gin Lys Ser Arg Val He Glu Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Val Glu Glu Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu 
35 40 45 

Gly Thr His Gly Ser Pro Thr Ala Ser Ser Gin Ser Ser Ala Thr Asn 
50 55 60 

Met Ala He His Arg Ser Gin Pro Trp Phe His His Lys He Ser Arg 
65 70 75 80 

Asp Glu Ala Gin Arg Leu He He Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val 
85 90 95 

Phe Leu Val Arg Asp Ser Gin Ser Asn Pro Lys Thr Phe Val Leu Ser 
100 105 HO 

Met Ser His Gly Gin Lys He Lys His Phe Gin He He Pro Val Glu 
115 120 125 

Asp Asp Gly Glu Met Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Arg Phe 
130 135 140 

Thr Asp Leu He Gin Leu Val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val 
145 150 155 160 

Leu Pro Cys Lys Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg He Ala Leu 
165 170 
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<210> 8 

<211> 186 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Gin Gly Arg Ser Gly Cys Ser Ser Gin Ser He Ser Pro Met Arg Ser 
15 10 15 

He Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Lys Ser 
20 25 30 

Arg Val He Glu Asn Pro Thr Glu Ala Leu Ser Val Ala Val Glu Glu 
35 40 45 

Gly Leu Ala Trp Arg Lys Lys Gly Cys Leu Arg Leu Gly Thr His Gly 
50 55 60 

Ser Pro Thr Ala Ser Ser Gin Ser Ser Ala Thr Asn Met Ala He His 
65 70 75 80 

Arg Ser Gin Pro Trp Phe His His Lys He Ser Arg Asp Glu Ala Gin 
85 90 95 

Arg Leu lie lie Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 
100 105 HO 

Asp Ser Gin Ser Asn Pro Lys Thr Phe Val Leu Ser Met Ser His Gly 
115 120 125 

Gin Lys He Lys His Phe Gin He He Pro Val Glu Asp Asp Gly Glu 
130 135 140 

Met Phe His Thr Leu Asp Asp Gly His Thr Arg Phe Thr Asp Leu He 
145 150 155 160 

Gin Leu Val Glu Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro Cys Lys 
165 170 175 

Leu Lys His Tyr Cys Ala Arg He Ala Leu 
180 185 



<210> 9 
<211> 43 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 9 

Pro Met Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 



Gly Gin He Gly Arg Val He Asp Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala 
20 25 30 
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Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Asn Gly 
35 40 



<210> 10 
<211> 82 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 10 

Pro Gin Arg Lys Gly Leu Pro Pro Pro Phe Asn Ala Pro Met Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin lie Gly 
20 25 30 

Arg Val lie Asp Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 
35 40 45 

Gly His Ala Trp Arg Asn Gly Ser Thr Arg Met Asn lie Leu Ser Ser 
50 55 60 

Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Asn Ala Val lie His Arg Thr 
65 70 75 80 

Gin His 



<210> 11 
<211> 172 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 11 

Pro Met Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
1 5 10 15 

Gly Gin lie Gly Arg Val He Asp Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Asn Gly Ser Thr Arg Met Asn 
35 40 45 

He Leu Ser Ser Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Asn Ala Val 
50 55 60 

He His Arg Thr Gin His Trp Phe His Gly Arg He Ser Arg Glu Glu 
65 70 75 80 

Ser His Arg He He Lys Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu 
85 90 95 

Leu Arg Asp Ser Gin Ser Asn Pro Lys Ala Phe Val Leu Thr Leu Cys 
100 105 . HO 
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His His Gin Lys He Lys Asn Phe 
115 120 

Gly Gin Thr Phe Phe Thr Leu Asp 
130 135 

Leu He Gin Leu Val Asp Phe Tyr 
145 150 

Cys Lys Leu Lys His His Cys He 
165 



Gin He Leu Pro Cys Glu Asp Asp 
125 

Asp Gly Asn Thr Lys Phe Ser Asp 
140 

Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro 
155 160 

Arg Val Ala Leu 
170 



<210> 12 
<211> 184 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 12 

Pro Gin Arg Lys Gly Leu Pro Pro Pro Phe Asn Ala Pro Met Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin He Gly 
20 25 30 

Arg Val He Asp Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 
35 40 45 

Gly His Ala Trp Arg Asn Gly Ser Thr Arg Met Asn He Leu Ser Ser 
50 55 60 

Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Asn Ala Val lie His Arg Thr 
65 70 75 80 

Gin His Trp Phe His Gly Arg He Ser Arg Glu Glu Ser His Arg lie 
85 90. 95 

lie Lys Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Leu Arg Asp Ser 
100 105 HO 

Gin Ser Asn Pro Lys Ala Phe Val Leu Thr Leu Cys His His Gin Lys 
115 120 125 

lie Lys Asn Phe Gin He Leu Pro Cys Glu Asp Asp Gly Gin Thr Phe 
130 135 140 

Phe Thr Leu Asp Asp Gly Asn Thr Lys Phe Ser Asp Leu He Gin Leu 
145 150 155 160 

Val Asp Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro Cys Lys Leu Lys 
165 170 1*75 



His His Cys He Arg Val Ala Leu 
180 
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<210> 13 
<211> 43 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 13 

Pro Val Arg Ser Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
1 5 10 15 

Gly Gin Thr Gly Arg Val lie Glu Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Lys Arg 
35 40 



<210> 14 
<211> 82 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 14 

Gin Gin Arg Lys Ala Leu Leu Ser Pro Phe Ser Thr Pro Val Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Thr Gly 
20 25 30 

Arg Val lie Glu Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 
35 40 45 

Gly His Ala Trp Arg Lys Arg Ser Thr Arg Met Asn He Leu Gly Ser 
50 55 60 

Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Ser Thr Val He His Arg Thr 
65 70 75 80 



Gin His 



<210> 15 
<211> 172 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 15 

Pro Val Arg Ser Val Ser Glu Asn 
1 5 

Gly Gin Thr Gly Arg Val He Glu 
20 



Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 

10 15 

Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala 
25 30 



Ala Leu Glu Glu Gly His Ala Trp Arg Lys Arg Ser Thr Arg Met Asn 
35 40 45 
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He Leu Gly Ser 
50 

He His Arg Thr 
65 

Ser His Arg He 



Leu Arg Asp Ser 
100 

His His Gin Lys 
115 

Gly Gin Thr Phe 
130 

Leu He Gin Leu 
145 

Cys Lys Leu Lys 



Gin Ser Pro Leu 
55 

Gin His Trp Phe 
70 

lie Lys Gin Gin 
85 

Gin Ser Asn Pro 



lie Lys Asn Phe 
120 

Phe Ser Leu Asp 
135 

Val Asp Phe Tyr 
150 

His His Cys He 
165 



9 



His Pro Ser Thr 
60 

His Gly Arg Phe 

75 

Gly Leu Val Asp 
90 

Lys Ala Phe Val 
105 

Gin He Leu Pro 



Asp Gly Asn Thr 
140 

Gin Leu Asn Lys 
155 

Arg Val Ala Leu 
170 



Leu Ser Thr Val 



Ser Arg Glu Glu 
80 

Gly Leu Phe Leu 
95 

Leu Thr Leu Cys 
110 

Cys Glu Asp Asp 
125 

Lys Phe Ser Asp 



Gly Val Leu Pro 
160 



<210> 16 
<211> 184 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 16 

Gin Gin Arg Lys Ala Leu Leu Ser Pro Phe Ser Thr Pro Val Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Glu Asn Ser Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly Gin Thr Gly 
20 25 30 

Arg Val He Glu Asn Pro Ala Glu Ala Gin Ser Ala Ala Leu Glu Glu 
35 40 45 

Gly His Ala Trp Arg Lys Arg Ser Thr Arg Met Asn He Leu Gly Ser 
50 55 60 

Gin Ser Pro Leu His Pro Ser Thr Leu Ser Thr Val lie His Arg Thr 
65 70 75 80 

Gin His Trp Phe His Gly Arg Phe Ser Arg Glu Glu Ser His Arg lie 
85 90 95 

lie Lys Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Leu Arg Asp Ser 
100 105 HO 

Gin Ser Asn Pro Lys Ala Phe Val Leu Thr Leu Cys His His Gin Lys 
115 120 125 

lie Lys Asn Phe Gin lie Leu Pro Cys Glu Asp Asp Gly Gin Thr Phe 
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130 



135 



140 



Phe Ser Leu Asp Asp Gly Asn Thr Lys Phe Ser Asp Leu lie Gin Leu 

155 160 



145 



150 



Val Asp Phe Tyr Gin Leu Asn Lys Gly Val Leu Pro Cys Lys Leu Lys 
165 170 175 



His His Cys He Arg Val Ala Leu 
180 



<210> 17 
<211> 43 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 17 _ ^ 

Pro Leu Arg Ser Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 io 15 

Gly His Ala Gly Arg Val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 
20 25 30 

Ala Met Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 18 
<211> 80 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 18 „ 
Ser Arg His Leu Arg Leu Ser Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 
20 25 30 

Arg Val lie Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala Ala Met Glu Glu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Thr 
50 55 60 

Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala lie His Arg Thr Gin Pro 
65 70 75 80 



<210> 19 
<211> 170 
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11 



<212> PRT 

<213> Rattus sp« 



<400> 19 

Pro Leu Arg Ser Val Ser 
1 5 



Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
10 15 



Gly His Ala Gly 
20 



Arg Val lie Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 
25 30 



Ala Met Glu Glu Ala Gin 
35 



Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu 
40 45 



Ser Leu Pro Thr 
50 



Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala lie His 
55 60 



Arg Thr Gin Pro 
65 

Arg Leu lie Gly 



Trp Phe His Gly Arg lie Ser Arg Glu Glu Ser Gin 

70 75 80 

Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 

85 90 95 



Glu Ser Gin Arg Asn Pro 
100 



Gin Lys Val Lys 
115 

Leu Tyr Phe Ser 
130 

Gin Leu Val Glu 
145 

Leu Arg His Cys 



His Tyr 
Met Asp 



Phe His 
150 

Cys Ala 
165 



Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu 
105 110 

Leu lie Leu Pro Ser Glu Asp Glu Gly Cys 
120 125 

Glu Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu 
135 140 

Gin Leu Asn Arg Gly He Leu Pro Cys Leu 
155 160 

Arg Val Ala Leu 
170 



<210> 20 
<211> 182 
<212> PRT 
<213> Rattus sp. 

<400> 20 

Ser Arg His Leu Arg Leu Ser Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 
20 25 30 

Arg Val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala Ala Met Glu Glu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Thr 
50 55 60 

Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala He His Arg Thr Gin Pro 
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Trp Phe His Gly Arg 
85 

Gin Gin Gly Leu Val 
100 

Asn Pro Gin Gly Phe 
115 

His Tyr Leu lie Leu 
130 

Met Asp Glu Gly Gin 
145 

Phe His Gin Leu Asn 
165 

Cys Ala Arg Val Ala 
180 



12 

70 75 

lie Ser Arg Glu Glu Ser 
90 

Asp Gly Val Phe Leu Val 
105 

Val Leu Ser Leu Cys His 
120 

Pro Ser Glu Asp Glu Gly 
135 

Thr Arg Phe Thr Asp Leu 
150 155 

Arg Gly lie Leu Pro Cys 
170 

Leu 



80 

Gin Arg Leu lie Gly 
95 

Arg Glu Ser Gin Arg 
110 

Leu Gin Lys Val Lys 
125 

Cys Leu Tyr Phe Ser 
140 

Leu Gin Leu Val Glu 
160 

Leu Leu Arg His Cys 
175 



<210> 21 
<211> 43 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 21 

Pro Leu Arg Ser Ala Ser Aso Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 15 

Gly His Ala Gly Arg Val lie Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 22 
<211> 80 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 22 

Ser Arg His Leu His Pro Ser Cys Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
15 10 15 

Ala Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 
20 25 30 

Arg Val lie Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val Ala Leu Glu Glu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Met 
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50 



55 



60 



Pro Ala Ser Gly Thr Ser Leu Ser Ala Ala He His Arg Thr Gin Leu 
65 70 75 80 



<210> 23 
<211> 170 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 23 

Pro Leu Arg Ser Ala Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
15 10 i5 

Gly His Ala Gly Arg Val He Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val 
20 25 30 

Ala Leu Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu 
35 40 45 

Ser Leu Pro Met Pro Ala Ser Gly Thr Ser Leu Ser Ala Ala lie His 
50 55 60 

Arg Thr Gin Leu Trp Phe His Gly Arg He Ser Arg Glu Glu Ser Gin 
65 70 75 80 

Arg Leu He Gly Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Val Arg 
85 90 95 

Glu Ser Gin Arg Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu 
100 105 HO 

Gin Lys Val Lys His Tyr Leu He Leu Pro Ser Glu Glu Glu Gly Arg 
115 120 125 

Leu Tyr Phe Ser Met Asp Asp Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu 
130 135 140 

Gin Leu Val Glu Phe His Gin Leu Asn Arg Gly He Leu Pro Cys Leu 
145 150 155 160 

Leu Arg His Cys Cys Thr Arg Val Ala Leu 
165 170 



<210> 24 

<211> 182 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 24 

Ser Arg His Leu His Pro Ser Cys Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
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10 



15 



1 5 
Ala Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 



20 



25 



30 



Arg Val He Glu Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Val Ala Leu Glu Glu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Met 

55 60 



50 

Pro Ala Ser Gly Thr Ser Leu Ser Ala Ala lie His Arg Thr Gin Leu 
65 70 ^5 80 



Trp Phe His Gly Arg lie Ser Arg Glu Glu Ser Gin Arg Leu lie Gly 



85 



90 



Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Leu Phe Leu Val Arg Glu Ser Gin Arg 

105 HO 



100 



Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu Gin Lys Val Lys 
115 120 125 

His Tyr Leu lie Leu Pro Ser Glu Glu Glu Gly Arg Leu Tyr Phe Ser 



130 



135 



140 



Met Asp Asp Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu Gin Leu Val Glu 
nxc 150 155 ib 



145 



Phe His Gin Leu Asn Arg Gly He Leu Pro Cys Leu Leu Arg His Cys 
165 170 175 



Cys Thr Arg Val Ala Leu 
180 



<210> 25 
<211> 43 
<212> PRT 
<213> mus muris 

Pro°Lu 5 Arg Ser Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
1 5 10 " 

Gly His Ala Gly Arg Val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 
20 25 . 30 

Ala Met Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys 
35 40 



<210> 26 
<211> 80 
<212> PRT 
<213> mus muris 
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<400> 26 

Ser Arg His Leu Arg 
1 5 

Val Ser Asp Asn Thr 
20 

Arg Val lie Asp Asn 
35 

Ala Gin Ala Trp Arg 
50 

Thr Cys Ser Gly Ser 
65 



Leu Ser Tyr Leu Gly Ser 
10 

Leu Val Ala Met Asp Phe 
25 

Pro Arg Glu Ala Leu Ser 
40 

Lys Lys Thr Asn His Arg 
55 

Ser Leu Ser Ala Ala He 
70 75 



Pro Pro Leu Arg Ser 
15 

Ser Gly His Ala Gly 
30 

Ala Ala Met Glu Glu 
45 

Leu Ser Leu Pro Thr 
60 

His Arg Thr Gin Pro 
80 



<210> 27 
<211> 170 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 27 

Pro Leu Arg Ser Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser 
1 " 5 10 15 

Gly His Ala Gly Arg Val He Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala 
20 25 30 

Ala Met Glu Glu Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu 
35 40 45 

Ser Leu Pro Thr Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala He His 
50 55 60 

Arg Thr Gin Pro Trp Phe His Gly Arg He Ser Arg Glu Glu Ser Gin 
65 70 75 80 

Arg Leu He Gly Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg 
85 90 95 

Glu Ser Gin Arg Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu 
100 105 HO 

Gin Lys Val Lys His Tyr Leu He Leu Pro Ser Glu Asp Glu Gly Cys 
115 120 125 

Leu Tyr Phe Ser Met Asp Glu Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu 
130 135 140 

Gin Leu Val Glu Phe His Gin Leu Asn Arg Gly He Leu Pro Cys Leu 
145 150 155 160 
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Leu Arg His Cys Cys Ala Arg Val Ala Leu 
165 170 



<210> 28 
<211> 182 
<212> PRT 
<213> mus muris 

<400> 28 

Ser Arg His Leu Arg Leu Ser Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Leu Arg Ser 
15 10 15 

Val Ser Asp Asn Thr Leu Val Ala Met Asp Phe Ser Gly His Ala Gly 
20 25 30 

Arg Val lie Asp Asn Pro Arg Glu Ala Leu Ser Ala Ala Met Glu Glu 
35 40 45 

Ala Gin Ala Trp Arg Lys Lys Thr Asn His Arg Leu Ser Leu Pro Thr 
50 55 60 

Thr Cys Ser Gly Ser Ser Leu Ser Ala Ala He His Arg Thr Gin Pro 
65 70 75 80 

Trp Phe His Gly Arg He Ser Arg Glu Glu Ser Gin Arg Leu lie Gly 
85 90 95 

Gin Gin Gly Leu Val Asp Gly Val Phe Leu Val Arg Glu Ser Gin Arg 
100 105 HO 

Asn Pro Gin Gly Phe Val Leu Ser Leu Cys His Leu Gin Lys Val Lys 
115. 120 125 

His Tyr Leu He Leu Pro Ser Glu Asp Glu Gly Cys Leu Tyr Phe Ser 
130 135 140 

Met Asp Glu Gly Gin Thr Arg Phe Thr Asp Leu Leu Gin Leu Val Glu 
145 150 155 160 

Phe His Gin Leu Asn Arg Gly lie Leu Pro Cys Leu Leu Arg His Cys 
165 170 175 



Cys Ala Arg Val Ala Leu 
180 
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I. Base du rapport 

1 Fn ce auiconcerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont H6 remises 
' TiilSZT^r enriponse a une invitation faite conformant a farticle 14 sont considers dans le present 
*ap% £mX dtpostes" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne continent 

pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)): 

Description, pages: 

1-11 version initiate 



Revendications, N°: 

1_7 version initiate 



Dessins, feuilles: 

1/7-7/7 



version initiate 



Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-16, telles que initiaiement d6pos6es 



2 En ce aui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient & la disposition de I'administration ou 
fu?ont^ r^is dans la langue dans laquelle la demande internationale a M d^pos^e, sauf .nd.cat.on contra.re 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

En ce aui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
In^SnX^ I'examen preliminaire Internationale a ete effectue sur la base du hstage des 

sequences : 

B contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

B depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 
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H La declaration, seion laquelle les informations enregisttees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Pr6sente par ecrit, a 6t§ fournie. 

4. Les modifications ont entrant I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 08 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formuie abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te considers 

comme allant au-del& de I'expose de ('invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-aprfcs (regie 



(Toute feuifle de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu£e au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 
II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a ete formulae comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que tes 

documents suivants n'ont pas ete remis dans le deiai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priority a ete revendiquee. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priority a ete revendiquee. 

2. □ Le present rapport a et6 formulae comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jug6e non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de depot international indiquee plus haut est done 
considetee comme la date pertinente. 

3. Observations complementaires, le cas echeant : 
voir feuille separee 

V. Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



70.2(c)) : 



1. 



Declaration 



Nouveaute 



Oui : Revendications 1-7 
Non : Revendications aucune 



Activite inventive 



Oui : Revendications aucune 
Non: Revendications 1-7 



Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-7 

Non : Revendications aucune 
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2. Citations et explications 
voir feullle separee 



VII Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la lorme ou le contenu de la demande international ont ete constats : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

• ont*c cont taitPs au suiet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 

voir feuille separee 
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Section II 



La date de priorite de la presente demande est valablement revendiquee en ce qui 
concerne ('utilisation du recepteur de I'insuline et de fragments constitues par les 
domaines PIR ou PIR-SH2 de Grb14 ou Grb10 (cf. exemples 2 et 3, Figs 7 et 8 du 
document de priorite). 

Par contre, la date de priorite de la presente demande n'estpas valablement 
revendiquee en ce qui concerne ('utilisation d'un fragment constitue par le domaine PIR 
ou PIR-SH2 de Grb7. Seule I'utilisation de la proteine Grb7 entiere est decrite dans le 
document de priorite (cf. exemple 1). 

La date de priorite de la presente demande est valablement revendiquee en ce qui 
concerne les sequences SEQ ID NO: 2, 6 et 14 ainsi que leur utilisation. Ces 
sequences correspondent aux SEQ ID NO: 1 , 2 et 3 de la Fig.4 du document de 

priorite. 

La date de priorite n'estoas valablement revendiquee en ce qui concerne les 
sequences SEQ ID NO: 1 , 3-5, 7-1 3 et 1 5-28 ainsi que leur utilisation. 



Section V 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1: US-A-5 840 536 
D2: US-A-5 726 027 
D3: WO 98 01475 A 

A KASUS-JACOBI, D PERDEREAU, C AUZAN, E CLAUSER, E VAN OBBERGHEN, F 
MAUVAIS-JARVIS, J GIRARD, A-F BURNOL: 'Identification of the Rat Adapter Grb14 as an 
inhibitor of insulin Actions' JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 273, no. 40, 2 
octobre 1998 (1998-10-02), pages 26026-26035, XP002124253 citf dans la demande 

W HE, D W ROSE, J M OLEFSKY, T A GUSTAFSON: 'Grb10 Interacts Differentially with the 



D4: 



D5: 
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Insulin Receptor, Insulin-like Growth Factor I Receptor, and Epidermal Growth Factor 
Receptor via the Grb10 Src Homology (SH2) Domain and a Second Novel Domain Located 
between the Pleckstrin Homology and SH2 Domains' JOURNAL OF BIOLOGICAL 
CHEMISTRY, vol. 273, no. 12, 20 mars 1998 (1998-03-20), pages 6860-6867, XP002124256 
cite dans la demande. 

D6: US-A-5 889150 

1 Le document D2 (cf . resume et revendication) decrit un procede de criblage de 
molecules affectant la liaison de la proteine tyrosine phosphatase (PTP1 B) au 
recepteur de I'insuline active. 

L'objet des revendications 1 et 3 de la presente demande differe de D2 en ce 
qu'on utilise un fragment constitue par le domaine PIR ou le domaine PIR-SH2 
d'une proteine de la famille des proteines Grb7, a la place de la PTP1B. Le 
procede de la revendication 3 differe en outre en ce que Ton determine la 
modulation de I'activite tyrosine kinase du recepteur de I'insuline. 

Les precedes de criblage des documents D1 et D3 font quant a eux intervenir 
GrblR-1 (isoforme de Grb10) et des effecteurs cellulaires ("cellular binding 
partner"), sans que ces derniers comprennent le recepteur de I'insuline (cf. dans 
D1, c.3, 1.1 1-54; c.10, 1.42-65; c.12, 1.8-49 et dans D3, revendications 17-20; p.19, 
1.8-1 1 et p.22, 1.22-P.24, 1.2). D1 et D3 ne mentionnent pas les domaines PIR ou 
PIR-SH2. 

L'objet des revendications 1 et 3 de la presente demande differe done de D1 et 
D3 en ce qu'on utilise un fragment constitue par le domaine PIR ou le domaine 
PIR-SH2 d'une proteine de la famille des proteines Grb7 a la place de GrblR-1 . Le 
procede de la revendication 3 differe en outre en ce que Ton utilise le recepteur de 
I'insuline. 

L'objet des revendications 1 et 3 est done nouveau (Art. 33(2) PCT). 

2 Le probleme que se propose de resoudre la revendication 1 peut etre considere 
comme I'utilisation d'autres composes pour le criblage de molecules destinees au 
traitement des maladies impliquant I'insuline. 

La solution proposee dans ladite revendication n'est pas consideree comme 
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inventive (article 33(3) PCT) pour les raisons suivantes: 

Les documents D4 (resume, Fig. 2A et discussion) et D5 (resume, Figs. 2, 3 et 7; 
PIR est ici denomme BPS) montrent que PIR et PIR-SH2 sont les domaines 
responsables de Interaction entre Grb14, respectivement Grb10, et le recepteur 
de I'insuline et qu'une region de 43 aa est hautement conservee au sein de 
Grb14, Grb7 et Grb10 (cf. e.g. D4, p.26030, colonne de droite, 3e. paragraphe). 

^utilisation des domaines PIR ou PIR-SH2 pour le criblage de molecules 
destinees au traitement des maladies impliquant I'insuline semble done etre une 
demarche evidente et souhaitable pour I'homme du metier. 

Les sequences de la revendication 2 (voir aussi p.4, 1.32 a p.5, 1.1 de la presente 
demande) n'impliquent pas d'activite inventive puisque les domaines PIR, PIR- 
SH2 et la region conservee de 43 aa etaient identifies et que leur fonction etait 
connue dans I'etat anterieur de la technique (D4, D5, supra, infra et en particulier 
la Fig. 2 de D5; D4, p.26030, c.2, 3e §). 

3. Le probleme que se propose de resoudre la revendication 3 peut etre considere 
comme la mise au point d'un procede de detection de molecules aptes a moduler 
I'activite tyrosine kinase du recepteur de I'insuline. 

La solution proposee dans ladite revendication n'est pas consideree comme 
inventive (article 33(3) PCT) pour les raisons suivantes: 

D4 et D5, rediges par deux equipes de recherche differentes, proposent que 
Interaction entre le recepteur de I'insuline et Grb10 ou Grb14 module I'activite 
tyrosine kinase de ce recepteur (cf. les quatre demiers paragraphes de D4 et le 
dernier paragraphe de D5). Au vu des arguments presentes ci-dessus, il semble 
evident et desirable a I'homme du metier d'utiliser le recepteur de I'insuline active, 
le domaine PIR, sa partie conservee ou PIR-SH2 et de mesurer I'activite tyrosine 
kinase dudit recepteur. 

Les revendications dependantes 4 et 5 ne contiennent aucune caracteristique qui 
definisse un objet qui satisfasse aux exigences du PCT en ce qui concerne 
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I'activite inventive (revendication 4: cf. dernier § du point 2 ci-dessus; 
revendication 5: etant donne que I'interaction fragment - recepteur est bien 
caracterisee dans I'etat de la technique, cette etape de preselection semble 
relever d'une demarche ordinaire pour I'homme du metier). 

4. II semble que I'objet de la revendication 6 ne soit pas decrit dans I'etat anterieur 
de la technique. Cet objet serait done nouveau (art. 33(2) PCT). 

Le criblage d'agonistes et d'antagonistes d'une proteine de la famille des 
proteines Grb7 capables de moduler I'activite tyrosine kinase du recepteur de 
I'insuline ne semble pas inventif (revendications 1-5, cf. points 2 et 3 ci-dessus). 
Un compose capable de se lier a PIR ou PIR-SH2 et d'inhiber I'activite tyrosine 
kinase du recepteur est done I'une des molecules recherchees. II est evident que 
le but d'un tel criblage est en premier lieu d'identifier des molecules utilisables 
pour la fabrication d'un medicament utile dans le traitement des maladies 
impliquant I'insuline. 

II semble done que objet des revendications 6 et 7 n'implique pas d'activite 
inventive. 

5. Remarque: D4 et D5 decrivent respectivement I'interaction de Grb14 et Grb10 
avec le recepteur de I'insuline. Etant donne I'homologie connue avec Grb7 (en 
particulier celle des domaines PIR et PIR-SH2 et de la region hautement 
conservee), I'homme du metier peut extrapoler les resultats obtenus avec Grb14 
et Grb10 (etat anterieur de la technique) a Grb7 ou a la famille des proteines Grb7 
avec une esperance raisonnable de reussite. 

6. La date de priorite n'est pas valablement revendiquee pour certain aspects de la 
presente demande (cf. section II ci-dessus). 

Le document P,X (D6) cite dans le rapport de recherche fait done partie de I'etat 
anterieur de la technique en ce qui conceme lesdits aspects. 
Neanmoins D6 (cf. exemple X c.51-53) ne mentionne ni ne rend evident 
('utilisation 

- de fragments constitues par le domaine PIR ou le domaine PIR-SH2 d'une 
proteine de la famille des proteines Grb7 ni celle 

- du recepteur de I'insuline. 
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D6 ne semble done pas prejudiciable a la nouveaute et a Tactivite inventive de 
I'objet des revendications de la presente demande. 

Section VII 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans le document D2 et ne cite pas ce 
document. 

Section VIII 

L'expression "determination de I'effet de la molecule" au point 6) de la revendication 5 
est vague et equivoque, et laisse un doute quant a la signification des caracteristiques 
techniques auxquelles elle se refere. 

L'objet de ladite revendication n'est done pas clairement defini (article 6 PCT). 
L'insertion de "inhibition ou stimulation de I'interaction fragment- recepteur" (cf. p.6, 1.31- 
32 mais sans les parentheses) permettrait de remedier a ce manque de clarte. 
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International application No. 

PCT/FROO/00613 



[. Basis Of the report . ■ - in resDonse to an invitation 

|— | the international application as originally filed. 



the description, pages _ 
pages . 
pages . 
pages 



1-11 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-7 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 



t filed with the letter of 



j ] the drawings, 



sheets/fig _ 
sheets/fig . 
sheets/fig . 
sheets/fig 



1/7-7/7 



, as originally filed, 

) filed with the demand, 

y filed with the letter of 

filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

)~~] the description, pages 

| | the claims, Nos. 



| 1 the drawings, sheets/fig 



DSS^BSBS*^ 



4. Additional observations, if necessary: 

Sequence listing part of the application, pages: 

originally filed 



1-16 as 



mernational application No. 
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Supplemental Box . 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: II. 



The priority date of the present application is validly 
claimed as regards the use of the insulin receptor and of 
fragments consisting of the Grbl4 or GrblO PIR or PIR-SH2 
domains (cf. Examples 2 and 3, Figures 7 and 8 of the 
priority document) . 

However, the priority date of the present application is 
not validly claimed as regards the use of a fragment 
consisting of the Grb7PIR or PIR-SH2 domain. The priority 
document only describes the use of the whole Grb7 protein 
(cf . Example 1) . 

The priority date of the present application is validly 
claimed as regards sequences SEQ ID NO. 2, 6 and 14, and 
the use thereof. Said sequences correspond to SEQ ID NO. 
1, 2 and 3 of Figure 4 of the priority document. 

The priority date of the present application is not 
validly claimed as regards sequences SEQ ID NO. 1, 3-5, 
7-13 and 15-28, as well as the use thereof. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-7 



1-7 



1-7 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 
Dl: US-A-5 840 536 
D2: US-A-5 726 027 
D3: WO 98 01475 A 

D4: A KASUS-JACOBI, D PERDEREAU, C AUZAN , E CLAUSER, E VAN 
OBBERGHEN, F MAUVAIS- JARVIS , J GIRARD, A-F BURNOL: 
x Identif ication of the Rat Adapter Grbl4 as an Inhibitor 
of Insulin Actions', JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 
273, no. 40, 2 October 1998 (1998-10-02), pages 26026- 
26035, XP002124253, cited in the application. 



D5: W HE, D W ROSE, J M OLEFSKY, T A GUSTAFSON: A Grbl0 
interacts Differentially with the Insulin Receptor, 
Insulin-like Growth Factor I Receptor, and Epidermal 
Growth Factor Receptor via the GrblO Src Homology (SH2) 
Domain and a Second Novel Domain Located between the 
Pleckstrin Homology and SH2 Domains', JOURNAL OF 
BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 273, no. 12, 20 March 1998 
(1998-03-20), pages 6860-6867, XP002124256, cited in the 
application . 
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D6: US-A-5 889 150. 

1. Document D2 (cf. abstract and claim) describes a 
method for screening molecules affecting the binding 
of protein tyrosine phosphatase (PTP1B) with the 
activated insulin receptor. 

The subject matter of Claims 1 and 3 of the present 
application differs from D2 in that a fragment 
consisting of the PIR or PIR-SH2 domain of a protein 
of the Grb7 family is used instead of PTP1B. The 
method of Claim 3 further differs therefrom in that 
the modulation of the insulin receptor tyrosine 
kinase activity is determined. 

As for the screening methods of documents Dl and D3, 
these use GrbIR-1 {GrblO isoform) and cellular 
effectors ("cellular binding partner") which do not 
include the insulin receptor (cf. Dl, Column 3, 
lines 11-54; Column 10, lines 42-65; Column 12, 
lines 8-49; and D3, Claims 17-20; page 19, lines 8- 
11 and page 22, lines 22-24; line 2). Dl and D3 do 
not mention the PIR or PIR-SH2 domains. 
The subject matter of Claim 1 and 3 of the present 
application therefore differs from Dl in that a 
fragment consisting of the PIR or PIR-SH2 domain of 
a protein of the Grb7 family is used instead of 
GrbIR-1. The method of Claim 3 further differs 
therefrom in that the insulin receptor is used. 

The subject matter of Claims 1 and 3 is therefore 
novel (PCT Article 33(2)). 

2. The problem that Claim 1 proposes to solve can be 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



international application No. 
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considered to be that of using other compounds to 
screen molecules for treating insulin-mediated 
disorders . 

The solution proposed in said claim is not 
considered to be inventive (PCT Article 33(3)) for 
the following reasons: 

Documents D4 (summary, Figure 2A and discussion) and 
D5 (summary, Figures 2, 3 and 7; PIR is here 
designated BPS) demonstrate that the PIR and PIR-SH2 
domains are responsible for the interaction between 
Grbl4 and/or GrblO and the insulin receptor, and 
that a 43 aa region is highly conserved within 
Grbl4, Grb7 and GrblO (cf. e.g. D4, page 26030, 
right-hand column, 3 rd paragraph) . 

The use of the PIR or PIR-SH2 domains for screening 
molecules for treating insulin-mediated disorders 
therefore appears to be an obvious and desirable 
measure for a person skilled in the art. 

The sequences of Claim 2 (see also page 4, line 32 
to page 5, line 1 of the present application) do not 
involve an inventive step, since the PIR, PIR-SH2 
domains and the conserved 43 aa region had been 
identified and the function thereof was known in the 
prior art (D4, D5, supra, infra and in particular 
Figure 2 of D5; D4 , page 26030, Column 2, 3 rd 
paragraph) . 

3. The problem that Claim 3 aims to solve can be 

considered to be that of providing a method for 
identifying molecules capable of modulating insulin 
receptor tyrosine kinase activity. 
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The solution proposed in said claim is not 
considered inventive (PCT Article 33(3)) for the 
following reasons: 



D4 and D5, which are written by two different 
research teams, suggest that the interaction between 
the insulin receptor and GrblO or Grbl4 modulates 
the tyrosine kinase activity of said receptor (cf. 
the last four paragraphs of D4 and the last 
paragraph of D5) . In view of the above arguments, it 
appears obvious and desirable for a person skilled 
in the art to use the activated insulin receptor, 
the PIR domain, the conserved portion thereof or 
PIR-Sh2 and to measure the tyrosine kinase activity 
of said receptor. 

Dependent Claims 4 and 5 do not contain any feature 
defining subject matter which meets the PCT 
requirements with respect to inventive step (Claim 
4: cf. last paragraph of point 2 above; Claim 5; 
since the fragment/receptor interaction is indeed 
characterised in the prior art, this preselection 
step appears to be an ordinary measure for a person 
skilled in the art) . 

4. It appears that the subject matter of Claim 6 is not 
described in the prior art. Therefore, said subject 
matter is novel (PCT Article 33(2)). 

Screening of agonists and antagonists of a protein 
of the Grb7 family capable of modulating insulin 
receptor tyrosine kinase activity does not appear to 
be inventive (Claims 1-5, cf. points 2 and 3 above). 
A compound capable of binding to PIR or PIR-SH2 and 
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of inhibiting the tyrosine kinase 


activity of the 


receptor is therefore one of the molecules sought. 


It is obvious that the aim of such 


a screening is, 



primarily, to identify molecules useful for 
preparing a drug for treating insulin-mediated 
disorders . 



Therefore, it appears that the subject matter of 
Claims 6 and 7 does not involve an inventive step. 

5. Note: D4 and D5 respectively describe the 

interaction between Grbl4 and GrblO and the insulin 
receptor. In view of the known homology with Grb7 
(in particular that of the PIR and PIR-SH2 domains 
and of the highly conserved region) , a person 
skilled in the art would be able to extrapolate the 
results obtained with Grbl4 and GrblO (prior art) to 
Grb7 or the family of Grb7 proteins with a 
reasonable expectation of success. 



6. The priority date is not validly claimed as regards 
certain aspects of the present application (cf. Box 
II above) . 



The P,X document (D6) cited in the search report 
therefore forms part of the prior art for said 
aspects . 



Nevertheless, D6 (Example X, Columns 51-53) does not 
mention or suggest in an obvious manner the use 

- of fragments consisting of the PIR or PIR-SH2 
domain of a protein of the Grb7 protein family , nor 
that 

- of the insulin receptor. 
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D6 therefore appears to be prejudicial to the 
novelty and inventive step of the subject matter of 
the claims of the present application. 
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VIL Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
description does not outline the relevant prior art set 
forth in document D2 and does not cite this document. 
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VUL Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The expression " determining the effect of the molecule", 
point 6) of Claim 5, is vague and ambiguous, and casts 
doubt as to the meaning of the technical features to which 
it refers. 



International application No. 
PCT/FR 00/00613 



Therefore, the subject matter of said claim has not been 
clearly defined (PCT Article 6) . 

The insertion of the phrase "inhibiting or stimulating 
fragment /receptor interaction" (cf. page 6, lines 31-32, 
but without the parentheses), would rectify this lack of 
clarity. 
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"Identification of the Rat Adapter Grbl4 
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